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Com o objetivo de reduzir a emergência e propagação de parasitas resistentes aos 
antimaláricos, a OMS recomenda o uso de terapia combinada à base de artemisinina (ACT) 
como tratamento de primeira linha para a malária não complicada por P. falciparum. A 
resistência aos ACTs foi recentemente relatada no Sudeste Asiático. Historicamente, a 
região oriental da Africa sub-Sahariana tem sido um dos principais focos de disseminação 
da resistência aos antimaláricos. Em Moçambique, um país da Africa do Leste, a malária é 
um grande desafio para a saúde pública, responsável por 56% dos internamentos 
pediátricos e 26% das mortes intrahospitalares. O tratamento com artesunato e 
sulfadoxina+pyrimethamina foi implementado em 2004. Esta combinação foi substituída 
por artesunato+amodiaquina (ASAQ) ou arteméter+lumefantrina (AL) em 2009. Em 
Moçambique, a resposta terapêutica aos ACTs é pouco estudada, existindo poucos dados 
sistematizados relativos aos aspetos clínicos e gravidade da doença nos pacientes 
hospitalizados. Os polimorfismos no gene pfmdr1 têm sido associados a alterações na 
susceptibilidade aos antimaláricos, incluindo os ACTs. Em 2014, foi proposto um marcador 
molecular correlacionando mutações no gene pfK13 ao fenótipo de susceptibilidade aos 
ACTs. Os nossos objetivos foram: contribuir para delinear o perfil da resposta terapêutica 
da malária falciparum não complicada (MnC) em pacientes tratados com ACTs em 
Maputo; contribuir para melhor compreensão do quadro clínico e evolução da malária 
grave (MG); descrever a frequência de marcadores moleculares de resistência aos 
antimaláricos usados em Maputo. Foram incluídos 412 pacientes com MnC (2010-2012); 
284 foram tratados com AL (106 no Centro de Saúde1º  Maio e 168 no Centro de Saúde 
de Boane); os restantes 138 foram tratados com ASAQ em Boane. Dois pacientes (tratados 
com ASAQ) regressaram no D7 com sintomas e parasitémia. Os restantes tiveram resposta 
adequada até ao D14. Para estudo clínico e evolução da malária grave, foram selecionados 
pacientes na enfermaria pediátrica do Hospital Central de Maputo, de Fevereiro a Março de 
2012. Dos 129 incluídos, 30 apresentaram malária ceebral (MC) com scores de Glasgow 
entre 4-9. Cinco destes resultaram em óbito nas primeiras 24h após admissão. Os pacientes 
portadores do genótipo RNAse3 GG apresentaram score de Glasgow inferior à admissão, 
embora sem diferença significativa. Para analisar a tendência temporal da frequência de 
marcadores moleculares de resistência aos antimalárcos em Maputo, foi incluído um grupo 
de amostras de ADN de um estudo anterior realizado entre 2003 e 2005. Em relação aos 
SNPs pfmdr1 86Y, Y184, 1246Y: a frequência dos alelos N86 e D1246 aumentou 
significativamente de 2003-2005 para 2010-2012; o aumento da frequência do 184F não foi 
significativo; exceto para NFD e NYD, a frequência de haplótipos triplos diminuiu em 
2010-2012. Das 99 amostras analisadas somente 3 possuíam duas cópias pfmdr1. Em 100 
amostras, não foram identificadas mutações pfK13 relacionadas com a resistência aos 
ACTs no Sudeste Asiático. Em 2 amostras coletadas apó  introdução dos ACTs foi 
identificado um novo polimorfismo no pfk13 (ausente em 2003-2005). Este SNP (V494I) é 
adjacente à mutação Y493H no pfK13, associada à resistência. 
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With the aim of reducing the emergence and spread of ntimalarial drug resistant parasites 
WHO recommends the use of artemisinin-based combination therapy (ACT) as first-line 
treatment for P. falciparum uncomplicated malaria. ACT drug resistance has recently been 
reported in the Southeast Asia. Historically, East Africa has been a major focus of drug 
resistance spread in sub-Saharan Africa. In Mozambique, an Eastern African country, 
malaria is a major public-heath challenge responsible for 56% of the paediatric cases and 
about 26% of the hospital deaths. Here, artesunate in combination with 
sulphadoxine+pyrimethamie was implemented in 2004. This combination was replaced by 
artesunate+amodiaquine (ASAQ) or artemether+lumefantrine (AL) in 2009. In 
Mozambique, the treatment response to ACTs is poorly studied and documented and few 
systematic data on clinical aspects related to the sev rity of the disease in the hospitalized 
patients are available. SNPs in pfmdr1gene have been associated with changes in parasite 
susceptibility to various antimalarials, including ACTs. In 2014, molecular marker 
correlating ACT susceptibility phenotype with pfK13 gene mutations was proposed. Our 
aims were: to contribute to outline of the profile of the response to treatment of 
uncomplicated falciparum malaria (UnM) patients with ACTs in Maputo; to contribute to a 
better understanding of the clinical profile and evolution of severe malaria patients (SM); 
and to describe the prevalence of molecular markers of drug resistance to ACT in Maputo. 
A total of 412 patients with UnM (from 2010 to 2012) from Maputo area were included: 
284 treated with AL (106 from Centro de Saúde 1º de Maio and 168 Centro de Saúde de 
Boane); the remaining 138 patients were treated with ASAQ and came from Boane. Two of 
the patients (treated with ASAQ) returned on D7 with symptoms and parasitemia, the 
remaining responded adequately up to D14. For the clinical profile and evolution of severe 
malaria, patients were selected on February and March 2012 on the Paediatric ward of 
Maputo Hospital Central. From the 129 included, 30 presented cerebral malaria (CM); 5 
resulted in fatalities during the 1st 24h of admission, with CM and Glasgow score 4-9. 
Although, patients carrying the RNAse3 genotype GG presented lower Glasgow score on 
admittance, the association did not reach significance. In order to analyse the temporal 
trend in the antimalarial drug resistance molecular m kers prevalence in Maputo, a group 
of DNA samples from a previous study conducted alsoin Maputo between 2003 and 2005 
was included. Regarding pfmdr1 SNPs 86Y, Y184, 1246Y: prevalence of the alleles N86 
and D1246 increased significantly from 2003-2005 to 2010-2012; although increased 
prevalence of 184F did not reach significance; except for NFD and NYD, all triple 
haplotypes decreased in prevalence in 2010-2012. Only 3/99 samples carried 2 copies of 
pfmdr1. Mutations in pfK13 correlating with ACT resistance in Southeast Asia were not 
identified in the 100 samples. A new polymorphism in pfk13 was identified in 2 of the 
samples collected after the introduction of ACTs (absent in 2003-2005). The newly 
identified SNP, V494I lays adjacent to the known pfK13 resistance-associated mutation 
Y493H. 
 
Key words: malaria in Mozambique, Plasmodium falciparum, therapeutic response, 
molecular markers of resistance, pfk13. 
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1.1- Breve Historial 
A malária é provavelmente uma das doenças mais antigas que atingem o ser humano e 
durante séculos impediu o desenvolvimento de várias regiões do mundo(1,2). Desde tempos 
imemoriáveis as febres provocadas pela malária foram atribuídas a causas sobrenaturais. A 
palavra mal’aria de origem italiana que etimologicamente significa "ar ruim” indica a 
crença geral de que vapores nocivos (miasmas) que emanavam dos pântanos eram os 
responsáveis pela doença(3). Acredita-se que Hipócrates tenha sido o 1º malariologista, ao 
descrever 400 AC diferentes tipos de febre associadas  esplenomegália, diferenciando-as 
das febres contínuas provocadas por outras infeções. Este relacionou-as à época do ano e ao 
local onde os pacientes viviam mas manteve a crença de que estas eram causadas pela 
ingestão de águas estagnadas(2,3). As pesquisas intensificaram-se a partir de 1880, quando 
Charles Laveran identificou o parasita da malária em uma amostra de sangue de um 
soldado na Argélia ao qual chamou de Oscillaria malariae(4). Seis anos depois Camillo 
Golgi descreveu o ciclo esquizogónico do parasita, demonstrando que a febre intermitente 
da malária coincidia com a rotura dos eritrócitos e o lançamento dos parasitas na 
circulação(4). Golgi descreveu três espécies de parasitas com diferentes ciclos, duas delas 
reconhecidas por Giovanni Grassi e Raimondo Filetti m 1890 como P. vivax e P. 
malariaee a terceira por William Welch em 1897 como P.falciparum. Em 1897 os 
mosquitos foram identificados como vetores para a malária aviária por Ronald Ross e entre 
1898 e 1999 para a malária humana, por um grupo de investigadores dirigidos por Grassi(3). 
Em 1922, John Stephens descreveu a 4a espécie de Plasmodium (P. ovale). A existência de 
formas pré-eritrociticas das espécies vivax e falciparum foi confirmada por Short(5,6,7). Mais 
tarde estas formas foram também demonstradas para as espécies ovale(8) e malariae(9). A 5ª 
espécie de Plasmodium (P. Knowlesi) foi descrita por Robert Knowlesi e Biraj Das Gupta 
em 1931 em macacos e documentada em humanos em 1965(10). Em 1987 foi testada a 1ª 
vacina sintética Spf66 contra o P. falciparumdesenvolvida por Manuel E. Patarroyo(11) cuja 
eficácia veio a ser posta em causa(12). Actualmente as pesquisas nesta área continuam, 
estando em fase de avaliação pela OMS as provas relativas à eficácia e segurança de uma 




Um dos principais problemas da malária tem sido a resistência do Plasmodium aos 
antimaláricos e até aos dias de hoje a sua terapia tem evoluído de forma a fazer face ao 
surgimento de parasitas resistentes.  
Recentemente foram sequenciados os genomas do mosquito Anopheles gambiae, do clone 
3D7 do P. falciparum(13), do P. vivax(14) e do P. knowlesi(15), o que poderá ser útil para 
identificar alvos antigênicos para o desenvolvimento de vacinas, testes diagnósticos e 
novos fármacos antimaláricos. 
 
1.2- Agente etiológico  
A malária é causada por protozoários do género Plasmodium. Existem mais de 120 
espécies de Plasmodium que infetam mamíferos, aves e répteis. Cinco destas espécies 
nomeadamente o P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi têm a 
capacidade de infectar o ser humano diferindo na sua morfologia e patogénese(16). 
 
1.2.1- Ciclo de vida do Plasmodium 
O Plasmodium é um protozoário unicelular, haplóide durante a maior parte do seu ciclo de 
vida (Figura 1). O estado de diploidia verifica-se por um breve período do ciclo no 
hospedeiro invertebrado(17). A transmissão do parasita ao hospedeiro vertebrado é uma 
etapa obrigatória do ciclo de vidado Plasmodium e inclui duas fases: fase esporogónica, 
caracterizada por multiplicação do parasita no hospedeiro definitivo (invertebrado do 
género Anopheles) e fase esquizogónica na qual este se multiplica no hospedeiro 
intermediário vertebrado (Homo sapiens)(18-20). Os parasitas são transmitidos ao mosquito 
fêmea (vector) no estadio de gametócitos, durante a picada ao hospedeiro intermediário 
infetado. Após a maturação dos gametócitos no estômago do mosquito, ocorre a sua 




móvel e invasiva que penetra o epitélio do estômago do mosquito onde se fixa. De seguida, 
inicia-se o desenvolvimento do oocísto que após divisão meiótica, seguida de múltiplas 
divisões mitóticas origina inúmeros esporozoítos. Quando maduro, o oocísto se rompe, 
libertando esporozoítos móveis para o hemocélio do mosquito. Estes deslocam-se para as 
glândulas salivares, acumulando-se nos ductos. Quando o mosquito infetado se alimenta no 
hospedeiro vertebrado, os esporozoítos inoculados durante a picada entram na corrente 
sanguínea. Alguns dirigem-se para o fígado, atravess ndo a membrana de vários 
hepatócitos, provavelmente buscando os mais suscetíveis à infeção(21), local onde por um 
processo de esquizogonia hepática ou extra-eritrocitá ia se formam os esquizontes 
hepáticos. No caso do P. vivax e do P. ovale, este desenvolvimento não se processa de 
imediato, permanecendo os esporozoítos sob formas hepáticas latentes ou hipnozoítos. A 
maturação dos esquizontes hepáticos resulta em rutura e libertação de merozoítos para a 
corrente sanguínea. Estes invadem os eritrócitos, iniciando-se a esquizogonia 
intraeritrocitária. Durante esta fase os merozoítos sofrem diferenciação passando por três 
estadios de desenvolvimento (trofozoíto em anel, trofozoítomaduro e esquizonte). Até a 
fase de divisão nuclear, o parasita é designado trof zoíto. Quando o núcleo entra em 
divisão (esquizogonia) origina milhares de merozoíts que formam o esquizonte. Cada 
esquizonte, ao sofrer rotura liberta 16 a 32 merozoít s que invadem novos eritrócitos. Este 
ciclo ocorre em períodos de aproximadamente 48 a 72 horas dependendo da espécie 
infectante, sendo responsável pelos picos febris típ cos da infeção malárica. Alguns dos 
merozoítos diferenciam-se em gametócitos que constituem as formas infectantes para o 
vector (Figura 1). A maturação dos gametócitos inicia-se no hospedeiro vertebrado e é 











1.2.2 - Genética do Plasmodium 
O material genético do Plasmodium encontra-se organizado em três genomas: 1) genoma 
mitocondrial (6kb)(22-25), 2) genoma do apicoplasto, remanescente de um plastídio não 
fotossintético com 35 kb(25, 26) e 3) genoma nuclear cuja sequenciação completa foi efetuada 
em 2002 no clone 3D7 do P. falciparum(27). No genoma nuclear foram identificados 
aproximadamente 5.300 genes distribuídos por 14 cromossomas. Uma característica que 
diferencia este genoma dos genomas de outros eucariontes é a abundância em genes 
variáveis (var genes) envolvidos na evasão imune(28). Estes genes codificam proteínas 
altamente polimórficas expressas à superfície dos eritrócitos parasitados. Uma destas 
proteínas, a PfEMP1(29, 30), é responsável pela variação antigénica do P. falciparum e pelos 
fenómenos de adesão e sequestro que ocorrem na malária grave(29, 31, 32). Com recurso a 
técnicas moleculares é possível descrever sequências polimórficas nos genes codificadores 
das proteínas de superfície dos merozoítos (m p)(33). Estes polimorfismos são utilizados 
como marcadores genéticos para caracterização das populações parasitárias. Por exemplo, a 
genotipagem de regiões polimórficas dos genes codifi antes das proteínas de superfície dos 
merozoítos (msp1 e msp2) e da proteína rica em glutamato (glurp) é habitualmente 
realizada para distinguir recrudescências (que podem indicar falência terapêutica) de novas 
infeções(34).  
 
1.3 - Epidemiologia 
1.3.1 - Aspetos gerais e distribuição geográfica da malária 
No mundo a malária predomina nas regiões tropicais e subtropicais da América, lgumas 
regiões da Ásia e em grande parte da África(35) (Figura 2). Para além da intensidade de 
transmissão, a sua epidemiologia e impacto sobre a população nas diferentes localizações 
geográficas são influenciados por vários fatores que incluem oacesso aos serviços eficazes 




Estima-se que entre 2000 e 2013, as taxas de incidência e de mortalidade por malária 
tenham reduzido respetivamente em 30% e 47% no mundo e em 34% e 54% no continente 
Africano (WHO African Region) pressupondo-se que 670 milhões de casos e 4,3 milhões 
de mortes tenham sido evitados(35). Estas reduções resultaram de melhorias no control do 
vetor, no diagnóstico e na disseminação de terapias combinadas à base de artemisininas 
(ACTs). Contudo, apesar dos progressos, grande partd  população mundial ainda vive em 
áreas endémicas e o número absoluto decasos e de mortes p r malária, continua elevado. 
Estima-se por exemplo que em 2013 tenham sido registado  198 milhões de casos e 584 
mil óbitos, dos quais respetivamente 82% e 90% ocorreram na África sub-Saariana. A 
maioria das mortes (78%) ocorreu em crianças menores de 5 anos(35).  
As cinco espécies de Plasmodium que infetam o Homem exibem uma distribuição 
geográfica sobreposta sendo o P. falciparum e o P. vivax as mais disseminadas. Nas últimas 
décadas a distribuição global e a frequência destas espécies nas diferentes regiões do 
mundo não sofreu alterações significativas(37). O P. falciparum é a espécie mais prevalente 
e ocorre sobretudo no continente africano, sendo responsável por mais de 90% dos casos 
fatais de malária(35, 37). O P. vivax é largamente distribuído nas Américas e Ásia, ocorrendo 
mais esporádicamente no continente africano. O P. malariae e o P. ovale ocorrem 













O P. knowlesi, até há poucos anos conhecido como causador de infeção crónica em 
macacos foi recentemente identificado como agente da malária no ser humano(10). Esta 
espécie foi reportada em países do Sudeste Asiático(10, 38), como responsável por casos de 
malária com complicações fatais(39).  
 
1.3.2 - Malária em Moçambique 
Moçambique é um país situado na costa oriental da África austral. Possui um clima tropical 
húmido, com uma estação quente de Outubro a Março, caracterizada por chuvas e 
temperaturas médias entre 22 a 31ºC e outra estação fresca e seca de Abril a Setembro com 
temperaturas entre 13 a 24ºC. A sua população é essencialmente jovem (45,6%), estimada 
em cerca de 22 milhões de habitantes e a densidade populacional é de 25.68 
habitantes/km2(40).  
A malária é endémica em todo o país e a sua transmissão ocorre durante todo o ano com 
picos durante e após a estação chuvosa. Os principais vetores da malária pertencem aos 
grupos Anopheles funestus e Anopheles gambiae(40). Em relação às espécies infetantes, o P.
falciparum é a mais prevalente, causando mais de 90% das infeções, o que representa um 
forte contributo para a frequência da anemia na população, com maior gravidade entre as 
crianças e mulheres grávidas(41).  
Moçambique está entre os 10 países do mundo com maiores taxas de mortalidade por 
malária por 1000 habitantes/ano(42). Embora haja sinais de redução do número de casos 
(5.168.684 em 2005 para 3.381.371 em 2010), a sua frequência mantém-se elevada, 
particularmente nas crianças com idade inferior a 5 anos(40). Dados indicam que esta é a 
principal causa dos problemas de saúde e de mortalidade no país, sendo responsável por 
cerca de 30% de todos os óbitos registados (43). A maioria dos estudos relacionados com a 
malária efetuados em Moçambique tem incluído crianças até aos 15 anos. Destas, cerca de 
dois terços pertencem ao grupo etário inferior a 5 nos tanto em estudos envolvendo 




Em relação aos adultos a informação relativa à malária é escassa estimando-se uma 
frequência de 14% nos indivíduos com idade igual ou superior a 15 anos(50). 
A resposta terapêutica aos ACTs introduzidos há alguns anos para o tratamento da malária 
não complicada é ainda pouco estudada e existem poucos dados sistematizados, relativos 
aos aspetos clínicos e à gravidade da doençanospacientes hospitalizados.  
 
1.4 - Diagnóstico da malária 
O diagnóstico correto e atempado da malária é importante para assegurar um tratamento 
apropriado de forma a reduzir os sintomas da doença, possibilitar a cura e reduzir o risco de 
complicações que podem ser fatais. Este tem como base os sintomas e sinais objetivos e 
deve ser confirmado pelos exames laboratoriais(51, 52). 
O perfil epidemiológico dos pacientes é importante, devendo ter em conta fatores como a 
área de procedência, a história de viagens recentes para áreas endémicas e a distribuição 
geográfica das espécies de Plasmodium. 
Dada a natureza inespecífica das manifestações, a suspeita do diagnóstico é fundamental, 
não só nas regiões endémicas, como em outras regiões ond  indivíduos semi-imunes podem 
ser portadores assintomáticos e desenvolver a doença em qualquer altura como se descreve 
adiante. Além da transmissão através da picada do mosquito, a malária pode ser transmitida 
de um ser humano a outro através de sangue transfundido, transplante de órgãos ou partilha 
de agulhas em usuários de drogas injetáveis(53). Nos recém-nascidos deve-se excluir a 
possibilidade de malária congénita(54).  
O diagnóstico laboratorial envolve vários métodos, dos quais se destacam: 1) testes 
microscópicos 2) testes imunocromatográficos (imunotestes) e 3) testes moleculares.  
A microscopia ótica é o método mais utlizado e consiste na identificação do parasita em 




corada por um dos vários métodos utilizados para tal incluindo o método de Giemsa, 
Wright ou Field(55).  
Os imunotestes baseiam-se na deteção rápida de antigénios específicos do parasita tais 
como a proteína 2 rica em histidina (HRP-II) e a enzima lactato desidrogenase (pLDH), ou 
ainda mediante deteção de anticorpos mono ou policlonais.  
Os métodos moleculares são usados para deteção do material genético do parasita(56, 57). 
Como exemplo temos a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction), descrita pela 
primeira vez em 1983 por Mullins(58) e atualmente usada sobretudo na área de pesquisa. 
Esta técnica consiste na amplificação exponencial e se ectiva de um segmento específico do 
ADN, sob ação de uma enzima termoestável (ADN polimerase), mediante utilização de 
sequências oligonucleotídicas (primers ou iniciadores) desenhados em laboratório de 
acordo com o comportamento da reação que se pretende. 
Os primers são pequenos fragmentos sintéticos de ADN de fita simples compostos por 12 a 
25 pares de bases complementares às sequências alvo, específicas do ADN molde, situadas 
em regiões adjacentes (3’ e 5’) de cada uma das cadeias a dupla hélice a amplificar. O 
desenho dos primers deve ter em consideração alguns parâmetros de importância 
fundamental para garantir a sensibilidade e especificidade da reação de PCR como: 1) 
temperatura de dissociação do par rimer/sequência alvo (temperatura de mlting ou Tm); 
2) conteúdo em Guanina/Citosina (G/C); e 3) complementaridade da sequência do primer.  
A ADN polimerase diferencia as duas extremidades dos primers (3’ e 5’), iniciando a 
reação sempre pela extremidade 3’ do ADN. A amplificação é originada pela repetição 
sequencial de ciclos, cada um composto por 3 passos: 1º desnaturação do ADN alvo pelo 
calor (94-96ºC); 2º ligação ou anelamento (annealing) dos primers (50-65ºC); 3º extensão 
através da ligação dos nucleótidos livres ao ADN molde, pela enzima ADN polimerase 
(72ºC). 
Dada a elevada sensibilidade, a PCR permite detetar o ADN parasitário em concentrações 




é suficiente para produzir por amplificação milhões d  cópias de ADN, cuja presença pode 
ser posteriormente confirmada por electroforese em g l. Com o objectivo de melhorar a 
especificidade e a eficiência da reação, a técnica de PCR pode ser realizada com o 
envolvimento de dois pares de primers em duas reacções consecutivas de PCR, passando 
esta reação a ser designada Nested-PCR. Deste modo, o segmento genómico é amplificado 
numa primeira reação que ocorre de forma abrangente, na qual são copiadas até mesmo 
sequências fora deste. O produto desta reação é de seguida utilizado como molde para 
amplificação da real sequência alvo.  
 
1.5 - Aspetos clínicos da malária 
O quadro clínico da malária tem inícioapós um período de incubação que dependendo da 
espécie infetante, varia entre 6 a 40 dias, sendo mais curto nas infeções causadas pelo P. 
falciparum(57, 59). A sua forma de apresentação e a evolução variam de acordo com fatores 
ligados ao parasita e ao hospedeiro, assim como com fat res sociais e geográficos.  
A existência de imunidade efetiva, além de reduzir o nível de parasitémia e as 
manifestações clínicas, prolonga o período de incubação, de forma que indivíduos semi-
imunes podem manter parasitémias assintomáticas e só apresentar sintomas meses ou anos 
após a infeção(53, 57, 59-63). 
As manifestações clínicas resultam da rutura dos esquizontes eritrócitos e da libertação dos 
parasitas na circulação. Na sua maioria associam-se à ativação da cascata de citocinas e ao 
desencadeamento de uma resposta inflamatória que atinge diferentes graus(64). De acordo 
com o grau de comprometimento orgânico e da evoluçã clínica, a doença aguda pode-se 







1.5.1 - Malária não Complicada 
A malária não complicada caracteriza-se por sintomas e sinais inespecíficos que surgem no 
indivíduo infetado, e que se confundem com os de outras síndromes sobretudo de natureza 
viral. 
Em geral, a principal manifestação é a febre que inicialmente é irregular mas após alguns 
dias tende a tornar-se periódica, dependendo da duração dos ciclos assexuais do parasita. 
Esta pode ser precedida de sintomas prodrómicos que incluem mau estar geral, cefaleia, 
dores articulares e musculares, dor abdominal, anorexia, náuseas e vómitos(51, 55).  
Algumas características clinicas específicas relacionam-se com a espécie de Plasmodium 
envolvida. No caso do P. vivax e do P. ovale, 5 a 7 dias após a infeção desenvolvem-se 
ciclos assexuais com paroxismos febris normalmente vespertinos compostos por 3 estadios 
clássicos que ocorrem a cada 3 dias (febre terçã). À microscopia observam-se parasitas em 
todas as fases de desenvolvimento desde trofozoítos em anel até esquizontes maduros. 
Raramente a densidade parasitária excede os 2%. Os gametócitos podem ser observados 
após a 1a semana. Entre os paroxismos febris os pacientes são geralmente assintomáticos e 
mesmo se não tratados podem melhorar espontaneamente. Após um período latente de 
semanas meses ou anos depois dainfeção primária podem correr recaídas devido à 
reinvasão dos eritrócitos por merozoítos produzidos a partir de hipnozoítos hepáticos 
dormentes dando origem ao reaparecimento de sintomas(59).  
Nas infeções por P. falciparum os sintomas prodrómicos surgem após um período de 
incubação que variaentre 6 a 14 dias. A febre inicialmente é diária e irregular podendo 
tornar-se periódica ao fim da primeira semana, passando a ocorrer a cada 3 dias (febre 
terçã)(59). Entre outras manifestações gerais os pacientes podem apresentar hipotensão 
ortostática, taquicardia, icterícia e hepato-esplenomegália(66). A anemia e a trombocitopénia 
são comuns mas nem sempre se associam à gravidade da oença(67, 68). Outros achados 
laboratoriais incluem alterações leucocitárias, aumento transitório da ureia e creatinina 
séricas, aumento das transaminases, desidrogenase láctica e bilirrubinas. O exame 




esquizontes é rara podendo indicar mau prognóstico. Os gametócitos podem aparecer a 
partir da segunda semana e persistir por várias semanas após a cura(59). Com diagnóstico 
precoce e tratamento adequado, o prognóstico da malária não complicada é favorável, em 
geral com melhoria dos sintomas nos primeiros 3 dias(69). Em alguns casos o quadro pode 
progredir rapidamente para malária grave particularmente em indivíduos não imunes. 
Quando não corretamente tratada e apesar da melhoria d s sintomas podem persistir no 
sangue formas eritrocíticas do parasita originando recrudescências(59).  
A infeção por P. malariae origina manifestações mais insidiosas que surgem nor almente 
após períodos de incubação de 18 a 40 dias. Os paroxismos febris são tipicamente 
vespertinos com intervalos de 72 horas (febre quartã). A anemia é ligeira e a parasitémia 
raramente superior a 1%. À microscopia são encontradas todas as formas de 
desenvolvimento assexual do parasita. Se não tratado, o ataque agudo é auto-limitado mas 
pode durar meses antes da remissão espontânea(70). Embora o P. malariae não forme 
hipnozoítos como ocorre com as espécies ovale e vivax este pode permanecer assintomático 
no estadio eritrócito por décadas originando recrudescências(53, 57, 71). A infeção por esta 
espécie está associada ao desenvolvimento de síndrome nefrótica que pode progredir para 
insuficiência renal dentro de poucos anos(59,72).  
O P. knowlesi causa infeções com características clínicas bastante semelhantes às 
originadas pelas espécies falciparum e vivax sendo de difícil distinção. É comum a 
híperparasitémia e o desenvolvimento de complicações (39). A identificação desta espécie ao 
exame microscópio é difícil devido à sua semelhança com o P. malariae(73) podendo a sua 
distinção ser efetuada de forma mais precisa mediante técnicas de PCR (Polimerase Chain 
Reaction)(10). 
 
1.5.2 - Malária grave ou complicada 
A malária grave ou complicada é uma doença que se apresenta de diversas formas clínicas 




semelhantes às da Síndrome de Resposta Inflamatória Sistémica (SIRS)(64,74,75). A sua 
evolução resulta da combinação de fatores específicos do parasita, relacionados com a 
adesão e sequestro na microcirculação e libertação de moléculas bioactivas, associados à 
resposta inflamatória do hospedeiro devido à ação das citocinas(64). Está descrito que cerca 
de 1% dos casos de malária se tornam graves e potencialmente fatais(75). Nestes casos a 
maioria das mortes ocorre nas primeiras 24 horas(76, 77). Em alguns casos devido ao atraso 
na libertação dos mediadores inflamatórios, as manifestações da malária podem-se tornar 
graves mesmo após a depuração da parasitémia e da resposta terapêutica inicial(78).  
De acordo com a definição da OMS, para além das manifestações que ocorrem na malária 
não complicada, a malária grave deve apresentar pelo m nos um dos criterios indicados na 
Tabela 1(79). Contudo, na prática clínica qualquer caso de malária deve ser considerado 
como potencialmente grave, sendo o tratamento precoce de vital importância para uma 
evolução favorável(80, 81). Embora o P. falciparum seja responsável pelo maior número de 
casos graves e mortes por malária(74,79, 82), nos últimos anos têm sido registadas infeções 
graves e mortes causadas pelo P. vivax(83-85) e P. knowlesi(10, 39, 86-88). 
Tabela 1 - Critérios clínicos e laboratoriais definidores de malária grave (WHO, 2010). 
Critérios clínicos  Critérios laboratoriais 
• Estado de consciência alterado ou coma não despertável 
• Prostração/fraqueza generalizada/impossibilidade de 
ficar de pé ou sentar-se sem ajuda 
• Incapacidade de se alimentar  
• Convulsões generalizadas múltiplas (mais de 2 episódio  
em 24 horas) 
• Respiração acidótica (respiração profunda e com 
dificuldade) 
• Choque circulatório (pressão sistólica <70 mm Hg em 
adultos e <50 mm Hg em crianças) 
• Icterícia e evidência de disfunção de outros órgãos vitais 
• Hemoglobinúria 
• Sangramento anormal espontâneo 
• Edema pulmonar (radiológico) 
• Hipoglicémia (glucose sanguínea <2.2 
mmol/l ou 40 mg/dl) 
• Acidose metabólica (Bicarbonato 
plasmático <15% mmol/l)  
• Anemia normocítica (hemoglobina <5 
g/dl, hematócrito <15%) 
• Hemoglobinúria 
• Hiperparasitémia (>2%/100000/μl em 
áreas de baixa intensidade de 
transmissão ou >5% ou 250000/μl em 
áreas de intensidade de transmissão 
estável 
• Hiperlactatémia (lactato>5mmol/l) 





1.5.2.1 - Malária cerebral 
A malária cerebral é considerada a forma mais grave de malária, responsável por um 
número elevado de mortes no mundo, sobretudo em crianças(89, 76, 90). Segundo a OMS a 
MC é definida como malária grave por P. falciparum, com manifestações cerebrais, que 
geralmente incluem um estado de coma (nivel de consciência <11 na escala de coma de 
Glasgow ou <3 na escala de coma de Blantyre)(79). Nos casos em que o coma sobrevém 
após convulsão, a sua persistência por mais de 30 minutos após o término é classificada 
como MC. Devem ser excluídas outras causas de coma o a hipoglicémia, meningite ou 
outras encefalopatias(79, 89).  
A patogénese da MC é complexa e sem explicação conclusiva. As causas prováveis 
incluem hipoxia, produção local de lactato, e acidose metabólica resultantes de obstrução 
criada pela citoaderência e sequestro de células sanguíneas na microcirculação(91, 76, 91-93) e 
vasoespasmo associado à redução local do óxido nítrico(94). 
O acometimento cerebral manifesta-se por quadros que vão desde sonolência, confusão, 
desorientação, delírio e agitação até ao coma profund . Em alguns casos o coma surge 
bruscamente sem sinais premonitórios(89, 90). As convulsões generalizadas ou focais são 
comuns, particularmente nas crianças. Podem ocorrer alt ações motoras, dos nervos 
cranianos e sinais de irritação meníngea. Na maioria dos casos, a recuperação da MC é 
rápida com reversão completa do quadro clínico(94). Alguns pacientes desenvolvem 
sequelas neurológicas transitórias ou permanentes icluindo deficits cognitivos, problemas 
comportamentais e de linguagem, alterações motoras e epilepsia(89). Mesmo com tratamento 
adequado a taxa de mortalidade da malária cerebral pode atingir aproximadamente 20%(89, 
90). 
 
1.5.2.2 - Sistema respiratório 
O compromisso respiratório é uma complicação importante na malária e mais frequente nos 




em qualquer fase da doença, inclusiveapós depuração da parasitémia(96, 97). O edema 
pulmonar é não-cardiogénico e embora a sua patogénese não esteja esclarecida supõe-se 
que resulte de uma resposta inflamatória, associada a lesão endotelial e aumento da 
permeabilidade capilar(78, 97, 98). Os casos mais graves manifestam-se pela síndrome de 
desconforto respiratório agudo (acute respiratory distress syndrome ou ARDS), semelhante 
à que ocorre em outros distúrbios pulmonares podendo em caso de hipoxemia grave, 
necessitar de ventilação mecânica(59, 64, 97).  
 
1.5.2.3 - Sistema renal 
Embora evidências bioquímicas de disfunção do sistema renal sejam frequentemente 
observadas na malária não complicada, a insuficiência renal aguda (IRA) é uma 
complicação que surge nos casos mais graves. Esta é mais comum nos adultos podendo 
estar presente à admissão ou ocorrer na fase de recupe ação(59, 72, 90, 107). Vários mecanismos 
patogénicos têm sido propostos, entre eles a necrose tubular aguda secundária à isquemia 
renal(78) e a lesão glomérulo-tubular imunomediada(105, 108). A hemólise maciça é rara e 
ocorre quase exclusivamente após administração de fármacos com efeito antioxidante como 
a primaquina e mais raramente o quinino(109). Nos casos de IRA, as manifestações resultam 
de redução da taxa de filtração glomerular e do aumento do nível sérico dos produtos 
nitrogenados. Nos casos mais graves pode ocorrer acidose metabólica e alterações 
hidroelectroliticas necessitando de diálise(59). 
 
1.5.2.4 - Acidose metabólica  
A acidose metabólica, tal como a insuficiência respi atória, constitui um importante 
determinante do prognóstico na malária(77, 99) podendo estar subjacente à síndrome de 
angústia respiratória(100, 101). Para além da redução do fluxo na microcirculação devido à 
adesão dos eritrócitos infectados ao endotélio capilar e/ou ao aumento da rigidez das 




suprimento de oxigênio aos tecidos devido à anemia(103) ou ainda da redução da sua 
depuração hepática e renal(104, 105). A contribuição direta do P. falciparum para o aumento 
da concentração de lactato através da glicólise anaróbi  no parasita parece ser pequena(106). 
 
1.5.2.5 - Sistema hepático 
O comprometimento hepático na malária é mais frequente nos adultos e a sua principal 
manifestação é a icterícia(59). A principal causa é a hemólise intravascular que origina 
hiperbilirrubinémia predominantemente não conjugada. Nos casos mais graves pode 
ocorrer aumento significativo da bilirrubina conjugada, da fosfatase alcalina e das 
transaminases, indicando disfunção hepatocelular e/ou colestase intra-hepática. É frequente 
o aumento do fígado particularmente em crianças e adultos não imunes. Pode ocorrer 
aumento do tempo de protrombina e do tempo parcial de tromboplastina normalmente sem 
repercussão clinica(59). 
 
1.5.2.6 - Anemia  
Na malária grave a anemia é definida como a presença de hemoglobina <5 g/dL, ou 
hematócrito<15%(79) e constitui uma das principais manifestações sobretudo em crianças(71). 
As suas principais causas são o aumento da destruição e/ou redução da produção de 
eritrócitos (110, 111). O grau de anemia pode ser influenciado por outros fatores como a 
coexistência de infeções e a presença de deficiências enzimáticas e/ou nutricionais (112, 59). 
Em geral, as consequências da anemia dependem sobretudo da rapidez de instalação e das 
alterações hemodinâmicas que origina, devendo o seu manuseamento adequar-se a cada 






1.5.2.7 - Hipoglicémia 
A hipoglicémia (glucose no sangue <2.2 mmol/l ou <40 mg/dl) é frequente na malária 
sobretudo em crianças. Quando presente à admissão, a s cia-se normalmente a doença 
grave. As causas incluem falha na gluconeogénese hepática e aumento do consumo de 
glicose pelos tecidos(113). Nos pacientes tratados com quinino pode ocorrer hipoglicémia 
hiperinsulinémia, visto ser este um poderoso estimulante da secreção de insulina pelo 
pâncreas(101). As manifestações da hipoglicémia podem-se confundir com as da malária, 
pelo que a sua monitorização é importante, de forma a evitar o coma, as sequelas 
neurológicas ou a morte(78). 
 
1.4.2.8 - Hipotensão e choque 
O choque ou colapso circulatório, definido pela OMS como pressão arterial sistólica <70 
mm Hg em adultos e <50 mm Hg em crianças é uma complicação que pode ocorrer na 
malária mesmo após depuração da parasitémia(95, 105, 114). A hipotensão pode desenvolver-se 
de modo súbito podendo estar associada a edema pulmonar, acidose metabólica, sepsis e/ou 
hemorragia massiva secundária à rutura esplénica ou do trato gastrointestinal(78). Na 
maioria dos pacientes o choque é hiperdinâmico, e ocorre devido à redução da resistência 
vascular periférica associada à resposta inflamatória. A função cardíaca é preservada, 
apesar do intenso sequestro de eritrócitos parasitado  na microcirculação miocárdica(64, 115, 
116). A hipotensão postural pode ser secundária à disfunção do sistema nervoso autónomo. 
Condições que favorecem a bacteriémia como o uso de cateteres ou o coma prolongado são 







1.6 - Terapia da malária 
1.6.1 - Principais grupos de antimaláricos disponíveis para tratamento da malária 
Durante séculos, extratos de plantas foram utilizados para tratamento das febres causadas 
pela malária destacando-se a Chinchona e a Artemísia annua. A casca da Chinchona 
(Chinchona spp.) foi introduzida na Europa no século VII pelos Jeuítas(117). Seu principal 
alcalóide conhecido por quinino (QN) foi isolado pela primeira vez em 1820 pelos 
químicos Pierre Joseph Pelletier e Jean Bienaime Cav ntou(118). A partir da sua estrutura 
foram desenvolvidos vários análogos (quinolinas) como a cloroquina (CQ) a mefloquina e 
a amodiaquina (AQ)(117).  
Este grupo de antimaláricos teve um papel prepondera te no tratamento e profilaxia da 
malária, até à descoberta da artemisinina e derivados na década de 70 do século XX por 
investigadores chineses (119). Actualmente existem diversos antimaláricos disponíveis para 
o tratamento das infeções pelo Plasmodium spp. 
Em função da fase do ciclo de vida do parasitasobre a qual exercem a sua ação, estes são 
classificados como: a) esquizonticidas sanguíneos (atuam na fase intraeritrocitária 
impedindo o desenvolvimento dos parasitas à fase de esquizonte); b) esquizonticidas 
teciduais (previnem o desenvolvimento de esquizontes h páticos); c) hipnozoiticídas 
(atuam sobre os hipnozoítos hepáticos nas espécies P. vivax e P. ovale) e d) gametocidas 
(destroem as formas sexuais intra-eritrocíticas)(56, 120, 121) (Tabela 2). 
 
1.6.2 - Resistência aos Antimaláricos 
1.6.2.1 - Mecanismos de ação e de resistência associados aos antimaláricos. 
A eficácia dos agentes usados para o tratamento das doenças infecciosas deriva da sua 
capacidade em atuar especificamente sobre os processos metabólicos que ocorrem no 




P. falciparum, a fase sintomática da infeção é intra-eritrocitária e os processos metabólicos 
que ocorrem nesta fase constituem o principal alvo terapêutico dos antimaláricos. A seguir 
descrevem-se alguns dos antimaláricos utilizados para o tratamento da malária, com 
especial destaque para os derivados da artemisinina e para os fármacos a estes associados 
nas combinações terapêuticas (ACT) que constituem o principal objeto deste estudo. 
 
Tabela 2 - Antimaláricos disponíveis para o tratamento e/ou profilaxia da malária, 
classificados de acordo com a fase do ciclo do parasit  sobre a qual actuam. 








Amodiaquina, Cloroquina, Piperaquina 














1.6.2.1.1 - Antimaláricos do grupo das quinoleínas 
As quinoleínas constituem um grupo de antimaláricos com ação selectiva sobre os estadios 
intraeritrocitários do parasita (trofozoítos maduros e esquizontes) durante os quais se 
produz a hemozoína(122-124). Deste grupo fazem parte a cloroquina (CQ), a amodiaquina 
(AQ) e a mefloquina (MQ), usadas no tratamento da malária não complicada (as duas 





1.6.2.1.1.1 - Cloroquina 
A cloroquina é uma 4-aminoquinolina amplamente utilizada desde os anos 40 para 
tratamento da malária. Estudos efectuados nas diferentes fases do ciclo de vida intra-
eritrocitário do P. falciparum apontam o vacúolo digestivo do parasita, como o seu local de 
ação(125). A CQ actua por acumulação no vacúolo digestivo, onde atinge concentrações 50 a 
100 vezes superiores às do plasma(126-129), interferindo com a destoxificação do grupo heme 
e a polimerização da hemozoína(128).  
A principal causa deresistência do P. falciparum à CQ (tal como ocorre com os outros 
fármacos que interferem com o metabolismo da hemoglobina) parece ser a redução da sua 
concentração no vacuólo digestivo(128), originada pelo aumento do efluxo(130, 131), de forma 
que esta não atinje níveis suficientemente altos, capazes de inibir a polimerização do heme 
nos parasitas resistentes(125, 132).  
Mutações em dois genes: pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance transporter) e pfmdr 1 
(P. falciparum multidrug-resistance 1), codificantes de duas proteínas presentes na 
membrana do vacúolo digestivo do parasita(133, 134) e envolvidas na regulação do transporte 
dos antimaláricos têm sido implicadas na resistência do P. falciparum à CQ.  
O gene pfcrt localiza-se no cromossoma 7 e codifica a proteína transmembranar PfCRT(135). 
Este gene foi identificado como alvo primário de resistência à CQ após cruzamento 
genético entre um clone sensível (HB3) e um resistente (Dd2)(133). Dentre as várias 
mutações pontuais detectadas no gene pfcrt em parasitas de campo, a substituição da lisina 
(K) pela treonina (T) na posição 76 é tida como o principal marcador de resistência à 
cloroquina(135, 136) e tem sido encontradade forma consistente em parasitas resistentes de 
diversas regiões na África, Sudeste Asiático e América do Sul(137-149). Existem evidências 
de que mutações no gene pfcrt determinam não só resistência à CQ mas também 
influenciam a suscetibilidade a outros antimaláricos. Estudos relatam a associação entre 
mutações neste gene e a resposta ao QN (150-152) assim como à amodiaquina, halofantrina e, 




O gene pfmdr1 localiza-se no cromossoma 5 e codifica uma glicoproteina transmembrana 
no vacúolo digestivo do parasita, conhecida por Pgh-1 ou PfMDR(156). Esta proteina 
pertence à família dos transportadores ABC, e possui a capacidade de expelir atravéz da 
membrana diferentes agentes quimioterápicos(157), incluindo os antimaláricos(134). O 
mecanismo que envolve o gene pfmdr1 baseia-se na observação de que o verapamil pode 
reverter a resistência à CQ ao impedir o seu efluxo atravéz da membrana vacuolar(131, 157, 
158). Com base na aparente similaridade fenotípica entre a resistência a múltiplas drogas em 
células cancerígenas (que ocorre frequentemente devido à elevada expressão da Pgh1) e a 
resistência à CQ em P. falciparum, foi sugerido que a Pgh-1 pudesse ser a principal 
molécula candidata a conferir resistência à CQ(159, 160). Contudo evidências mais recentes 
sugerem que a contribuição dos polimorfismos pfmdr1 para a resistência à CQ é 
dependente das características genéticas da estirpe parasitária(134, 155).  
Os polimorfismos identificados no gene pfmdr1 foram agrupados em dois genótipos: tipo 
K1, resultante da substituição do aminoácido asparagina (N) pela tirosina (T) na posição 86 
(N86Y); e tipo 7G8, que inclui os alelos Y184F, S1034C, N1042D e D1246Y(160, 162). 
Embora a base genética da resistência à CQ não esteja completamente esclarecida, a 
mutação N86T (tipo K1) tem sido associada à resistência in vitro em isolados provenientes 
de várias regiões da Ásia e África(160-165). Contrariamente, estirpes resistentes à cloroquina 
provenientes da América do Sul foram caracterizadas pela presença do triplo mutante 1034, 
1042 e 1246 do gene pfmdr1 (tipo 7G8)(160).  
Para além da CQ, os polimorfismos pfmdr1 podem alterar a sensibilidade a outros 
antimaláricos, como o quinino, amodiaquina, halofantrina, mefloquina e artemisinina(166-
168). 
 
1.6.2.1.1.2 - Amodiaquina 
A amodiaquina (AQ) é uma 4-aminoquinoleína, com estrutura química e mecanismo de 




amodiaquina se relaciona com a presença de mutações nos genes pfcrt e pfmdr(170-173). 
Durante muitos anos a AQ foi utilizada em monoterapia como alternativa à CQ 
permanecendo eficaz em algumas zonas endémicas(155, 174). O seu uso clínico em 
monoterapia foi restrito pela OMS na década de 1990 devido à hepatotoxicidade e 
agranulocitose, efeitos que também contraindicam a sua utilização como profiláctico(175). O 
conhecimento dos marcadores moleculares de resistência à AQ é de extrema relevância, 
uma vez que actualmente esta é indicada para tratamen o da malária não complicada em 
combinação com o artesunato(176). 
 
1.6.2.1.1.3 - Quinino 
O quinino (QN) é um composto alcalóide (quinolinometano/arilaminoálcool), com ação 
esquizonticida. Tal como as restantes quinoleinas iterfere com o processo de digestão da 
hemoglobina por parte do parasita(177, 178). Este é indicado sobretudo para tratamento dos 
casos de malária grave ou de resistência a múltiplos fármacos e constitui terapia de escolha 
na gravidez, sobretudo no primeiro trimestre(179). A sua absorção é rápida por via oral e 
parenteral atingindo o pico de concentração plasmática dentro de 1-3 horas. Possui baixo 
índice terapêutico e fraca tolerabilidade derivada dos efeitos adversos que ocorrem mesmo 
em doses terapêuticas(179).  
Apesar do longo tempo de utilização, o QN contínua eficaz contra todas as espécies de 
Plasmodium(179). A redução da suscetibilidade do P. falciparum ao QN in vivo associa-se à 
presença de mutações no gene pfmdr1(134, 180-,182) ou à alteração do seu número de cópias e 
níveis de expressão(183-185).  
Outros genes como o pfcrt(150, 151), pfmrp (codificante da Multidrug Resistance-associated 
Protein-PfMRP)(186) e pfnhe-1 ou transportador Na+/H+(187) estão potencialmente 
envolvidos na resposta ao QN in vitro. Aredução da sensibilidade do P. falciparum ao QN 
foi relatada pela primeira vezem 1910(188) e actualmente tem sido documentada na Ásia(189) 




resultados conflituosos, uns defendendo a existência de diferentes graus de resistência(191-
193) e outros a sua ausência(194, 195). 
 
1.6.2.1.2 - Arilaminoalcoóis ou quinolinometanóis 
1.6.2.1.2.1 - Lumefantrina 
A Lumefantrina (antes denominada benflumetol) pertence à classe dos arilaminoalcoóis ou 
quinolinometanóis e foi sintetizada na China na déca a de 1970. O seu mecanismo de ação 
é similar aos antimaláricos do mesmo grupo como o quinino, mefloquina e halofantrina, 
possivelmente atravéz da inibição da polimerização do grupo heme(197). Trata-se de uma 
substância lipofílica cuja absorção aumenta após as refeições atingindo concentrações 
plasmáticas máximas 6-8 horas após administração oral. A sua meia-vida de eliminação é 
de 3 a 6 dias; possui baixa toxicidade e é bem tolerada(196, 197). Actualmente a lumefantrina 
é utilizada no tratamento da malária não complicada por P. falciparum em combinação com 
o arteméter.  
A presença do alelo pfmdr1 N86 de forma isolada ou com os alelos 184F (N86/184F) e 
D1246 (N86/D1246) tem sido associada à tolerância in vivo à lumefantrina(198, 199). A 
presença deste polimorfismo já antes havia sido assciada à redução da sensibilidade à 
lumefantrina in vitro em clones de Plasmodium falciparum(166). 
 
1.6.2.1.3 - Artemisinina e derivados 
A Artemisia annua L, também conhecida por qinghao é uma planta cujos extratos foram 
utilizados há mais de 2000 anos na medicina tradicional chinesa para tratamento de febres 
possivelmente causadas pela malária. A substância com actividade antiparasitária, 
“qinghaosu”, foi isolada em 1972 e é actualmente conhecida por artemisinina(200). A partir 




ácido artelinico) e lipossolúveis (arteméter e arteéter)(201, 202). Estes actuam após conversão 
em dihidroartemisinina (DHA), um princípio activo cm potente açãoantimalárica e meia 
vida inferior a 1 hora(203). O grau de conversão dos derivados artemisininicos para DHA é 
variável. O artesunato por exemplo, possui meia vidextremamente curta(<10 minutos) e é 
rápidamente hidrolizado para DHA enquanto o arteméther e o artehéter são convertidos 
mais lentamente(204). Além destes, outros derivados semi-sintéticos de 2ª geração e 
análogos peroxídicos sintéticos têm sido testados, esperando-se que as suas diferenças 
estruturais possam no futuro ultrapassar eventuais problemas de resistência(201,205). Os 
derivados da artemisinina actuam contra todas as espéci s de Plasmodium que afectam o 
homem. Embora sejam particularmente esquizonticidas, possuem também actividade contra 
os gametócitos(206, 2007), contribuindo para redução da transmissão(208). As suas propriedades 
incluem rápido início de ação, propiciando inibição precoce do metabolismo parasitário, 
meia-vida curta e excelente perfil de segurança(203,207). Não possuem efeitos sobre as fases 
hepáticas do parasita(209). 
O mecanismo de ação da artemisinina e derivados perman ce por esclarecer e a redução da 
susceptibilidade do parasita às artemisininas permanece em debate(210). Vários modelos 
propostos e não mutuamente exclusivos atribuem a ação ntiparasitária da artemisinina à 
existência de uma ponte peróxidona sua estrutura(211-215). De forma resumida sugere-se que 
a artemisinina, uma vez ativada através da clivagem d sta ponte possa agir sobre o parasita 
por meio de um dos mecanismos a seguir descritos: 1) interferência na via de 
destoxificação do grupo heme 2) indução da alquilação de proteínas(216); 3) inibição da 
bomba SERCA-PfATP6(217) ou 4) interferência na função mitocondrial do parasita(213, 218, 
219).  
Entre os genes possivelmente envolvidos na resposta a  ACTs destaca-se o pfmdr1(198, 199, 
218). Outros genes cuja associação à resistência aos derivados da ART tem sido alvo de 
várias pesquisas incluem o pfatp6(220), o pfmdr6(221) o pfmrp(186) e o gene pfubp-1, 
codificante da enzima de desubiquitinação UBP-1(222). O papel das alterações provocadas 




Em relação ao gene pfmdr1, das mutações pontuais associadas à redução da 
susceptibilidade aos ACTs destacam-se os alelos pfmdr1 N86Y, Y184F, S1034C, D1042N 
e D1246Y que podem ocorrer de forma isolada ou em diferentes combinações 
(haplótipos)(134, 166, 168).  
Adicionalmente, alguns autores associaram o aumento do número de cópias do gene 
pfmdr1 à redução da sensibilidade às artemisininas sobretudo no sudeste Asiático (185, 223). 
Em países africanos a amplificação deste gene parece ser rara como demonstram resultados 
de estudos no Uganda(224), Kenya(225), Tanzania e Zanzibar(199). 
Alguns estudos revelam grande diversidade do gene pfatp6 sugerindo que a ocorrência 
natural de mutações possa constituir o início da selecção de parasitas resistentes às 
artemisininas(226, 227).  
A relação entre a redução da sensibilidade do P. falciparum ao arteméter, evidenciada por 
aumento significativo da IC50 foi associada à presença da mutação S769N neste gene, em 
amostras de pacientes com malária não complicada provenientes da Guiana Francesa(220). 
Além desta, outras três mutações foram associadas à redução da sensibilidade aos derivados 
da artemisinina nomeadamente a L263E(228, 229), E431K e A623S(220, 230).  
Atravéz da sequenciação do gene pfatp6 em isolados de P. falciparum provenientes de 
outros locais da Ásia, África e América(144, 223,230, 231), foram identificadas várias mutacões 
adicionais, confirmando a sua diversidade. Entretanto, a associação entre os polimorfismos 
neste gene e a resistência aosACTs não foi definitivamente comprovada.  
Mais recentemente, a sequenciação do genoma de uma linha de parasitas resistentes 
provenientes de África e de isolados do Cambodja, local onde o fenótipo resistente à 
artemisinina foi inicialmente reportado, um grupo de investigadores demonstrou a 
associação entre a presença de mutações nogene pfK13 e a resistência in vitro e in vivo à 
artemisinina(232). Polimorfismos neste gene são actualmente considerados importantes 
determinantes de resistência à artemisinina tendo este sido proposto como um marcador 




1.6.2.2 - Fatores relacionados com o aparecimento de resistência aos antimaláricos 
A resistência parasitária é um fenómeno complexo, defini o como “capacidade de uma 
população de parasitas em sobreviver e/ou multiplicar em presença de um fármaco, 
administrado em doses iguais ou acima das habitualmente recomendadas dentro da 
tolerância do individuo”. Resistência não significa necessariamente o mesmo que "falência 
terapêutica". Enquanto a resistência pode levar à falência terapêutica, nem todas as 
falências são causadas por resistência, uma vez que estas podem resultar de outros fatores 
como dosagem incorreta, problemas de adesão ao tratamen o, má qualidade dos 
medicamentos, interações com outros fármacos, absorção inadequada ou erros de 
diagnóstico. Para que se considere resistência, é necessário que o fármaco em causa atinja 
concentrações adequadas nos locais de ação(56,79). Alguns fatores associados ao 
desenvolmento de resistência incluem as características do vector, fatores ambientais, e 
ainda os fatores relacionados com o hospedeiro e com o parasita. 
1.6.2.2.1 - Características do vetor e fatores ambientais 
A proliferação de parasitas resistentes é influenciada pelas características do vector e do 
ambiente, pelo que estas devem ser analisadas em conjunto. Por exemplo, existem na 
natureza mais 400 espécies de mosquitos do género aopheles mas os parasitas resistentes 
reproduzem-se com maior facilidade em certas espécies de mosquitos em relação a 
outras(233). Adicionalmente, a sobrevivência do vector e a sua interação com o hospedeiro 
humano dependem sobretudo da existência de condições ambientais propícias(234).  
1.6.2.2.2 - Fatores relacionados com o hospedeiro humano 
A presença da malária no mundo exerceu uma forte pressão selectiva sobre o genoma 
humano e em algumas regiões desenvolveram-se variantes moleculares descritas como 
protetoras(235, 236, 237). Muitos dos genes sujeitos a estas alterações desemp nham funções 
importantes na estrutura e metabolismo do eritrócito. Destas, as melhor estudadas e 
amplamente aceites incluem os alelos da anemia falciforme (hemoglobina S)(238) das α e β 




Alguns autores relatam aumento significativo da atividade dos eosinófilos em pacientes 
com malária cerebral(249). A proteína catiónica do eosinófilo (ECP), codificada pelo gene 
RNAse3) possui atividade citotóxica capaz de matar protozoários e outros microorganismos 
in vitro(249-255). Esta proteína tem sido associada à patogenia da malária(251-256). Sugere-se 
que o polimorfismo de nucleótido único G371C no gene RNAse3, que resulta na 
substituição da arginina (R) por treonina (T), suprima a citotoxicidade da ECP podendo 
aumentar a suscetibilidade para a malária grave. 
A imunidade é um fator interveniente na malária exercendo um papel importante na 
eliminação da parasitémia residual após o tratamento. A redução da eficiência do sistema 
imune, em presença de concentrações residuais de antimaláricos predispõe à multiplicação 
de parasitas residuais e ao desenvolvimento de mutantes resistentes(257).  
Um outro fator que predispõe ao desenvolvimento de resistência é a alteração da 
metabolização dos fármacos resultante de mudanças na actividade enzimática do 
hospedeiro. Para além da existência de polimorfismos genéticos no hospedeiro, esta 
alteração pode ocorrer devido à presença de outros processos metabólicos, infeciosos, ou 
em situações de deficiência de micronutrientes(258). 
1.6.2.2.3 - Fatores relacionados com os fármacos antimaláricos 
Entre os fatores relacionados com a utilização dos fármacos, e que influenciam o 
desenvolvimento de parasitas resistentes destacam-se: a dosagem, a qualidade, a capacidade 
de resistência cruzada e as características farmacocinéticas.  
A dosagem é um dos fatores mais importantes para selecção de parasitas resistentes. A 
exposição indiscriminada aos antimaláricos em concentrações subterapêuticas resulta na 
adaptação do parasita, permitindo que populações resistentes possam proliferar(259). 
A qualidadedos fármacos relaciona-se principalmente com a concentração efetiva do seu 
princípio activo. Fatores como o inadequado manuseamento e armazenamento, pelo facto 
de afectarem a sua concentração efectiva podem favorecer o desenvolvimento de mutantes 




A resistência cruzada é também um fenómeno importante. Alguns fármacos antimaláricos 
possuem uma relação química estreita entre si de modo que o desenvolvimento de 
resistência a uns pode originar resistência cruzada em relação a outros.  
As características farmacocinéticas dos antimaláricos também interferem com o 
desenvolvimento de resistências. Por exemplo, fármacos com características lipifílicas 
(lumefantrina, halofantrina, atovaquona e mefloquina) ou com meia vida longa 
(sulfadoxina, pirimetamina) muitas vezes atingem concentrações plasmáticas 
subterapêuticas, que são suficientes para eliminar parasitas susceptíveis mas não os 
resistentes facilitando a sua multiplicação. Este fenómeno é agravado em áreas de 
transmissão intensa onde novas infeções são contraídas continuamente na presença de 
antimaláricos em concentrações residuais(258, 262). 
1.6.2.2.4 - Fatores relacionados com o parasita  
Com a propagação da malária no mundo, o uso contínu dos antimaláricos produziu sobre 
o P. falciparum uma pressão selectiva que levou à selecção e propagação de parasitas 
resistentes(263). Os mecanismos genéticos pelos quais os parasitas se tornam resistentes 
relacionam-se com o desenvolvimento de polimorfismos em determinados genes 
codificadores de proteinas enzimáticas que funcionam como alvos dos fármacos, ou como 
bombas de transporte transmembranares. Estes eventos ocorrem de forma expontânea, 
independentemente do efeito específico dos fármacos(183, 264) causando respetivamente 
redução da sensibilidade do parasita aos mesmos (ex: antifolatos e atovaquona) ou alteração 
da sua concentração nos locais onde actuam (ex: cloroquina e mefloquina)(264). Os 
polimorfismos genéticos, também designados marcadores moleculares de resistência, 
conferem aos parasitas resistentes uma vantagem adaptativ  em relação aos sensiveis(265).  
1.6.2.3 - Monitorização da resistência aos antimaláricos  
Vários métodos podem ser utilizados para a monitorização da resistência, entre os quais se 




1.6.2.3.1 - Métodos in vivo 
Os métodos in vivo avaliam a resposta do Plasmodium aos fármacos antimaláricos no 
paciente infectado e embora não sejam suficientes para confirmar a resistência devido a 
limitações humanas, parasitárias e ambientais, fornecem uma informação básica para se 
determinar a sua eficácia. Os procedimentos de control  disponíveis incluem os testes de 
eficácia terapêutica (ensaios in vivo). Estes ensaios envolvem a avaliação repetida dos 
resultados clínicos e parasitológicos do tratamento por um período fixo durante o qual é 
feito um acompanhamento dos pacientes com o fim de se detetar eventual reaparecimento 
desinais e sintomas de malária clínica e/ou de parasit s no sangue, o que indicaria uma 
redução da sensibilidadedo parasita ao fármaco administrado(79). 
1.6.2.3.2 - Métodos in vitro 
Os testes in vitro são normalmente realizados em amostras de sangue do hospedeiro 
submetidas a um ambiente experimental controlado. Os parasitas são expostos a 
concentrações conhecidas de antimaláricos e a monitorização da susceptibilidade é feita 
atravéz de medição da resposta à inibição da maturação dos esquizontes.  
Estes métodos reflectem exclusivamente a resistência ao fármaco, dado que não interferem 
com os fatores do hospedeiro. A fim de determinar os níveis individuais de susceptibilidade 
do fármaco a testar, os resultados dos testes in vitro devem ser interpretados de forma 
integrada com os testes farmacológicos e com os resultados clínicos in vivo (normalmente 
influenciados pela imunidade). Estes testes são sobretudo indicados para monitorização 
epidemiológica e podem ser utilizados para validação dos marcadores moleculares de 
resistência(56). 
1.6.2.3.3 - Marcadores moleculares de resistência 
A resistência aos antimaláricos constitui o maior obstáculo para o controlo e eventual 
eliminação da malária. A vigilância de rotina dos marcadores moleculares de resistência é 




deteção de resistências emergentes e em complemento com s resultados de outros testes 
(in vivo e in vitro) constitui um excelente suporte para a tomada de decisões sobre políticas 
terapêuticas eficazes para o controlo da doença(56, 91, 183, 266, 267). 
A Tabela 3 mostra os marcadores moleculares associados à quimioresistência em P. 
falciparum. Salientando a sua importância, estudos relacionados com a presença da 
mutação K76T no gene pfcrt permitiram no passado documentar a disseminação da 
resistência à CQ tendo-se destacado a necessidade de m dicamentos alternativos (135,136, 143).  
Pesquisas relacionadas com os polimorfismos nos genes dhfr e dhps foram igualmente 
vitais para a monitorização da resistência à SP e em conjunto com as investigações clínicas, 
confirmaram a diminuição rápida e disseminada da sua eficácia(268, 269).  
O gene pfmdr1 tem sido relacionado com a resistência a vários antim láricos, como a 
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, artemisinina e derivados, podendo modular a sua 
susceptibilidade por dois mecanismos: amplificação génica(185, 223, 270) e/ou mutações na sua 
sequência(119, 167, 271).  
 
Tabela 3 - Marcadores moleculares associados à quimio-resistência em P. falciparum. 
Fármaco Marcador molecular 
Associação com resistência 
Cloroquina 
pfcrt T76 in vivo bastante elevada 
pfmdr1 Y86, F184, C1034, D1042, Y1246 in vivo ocasional 
Sulfadoxina-
pirimetamina  
Pirimetamina: pfdhfr 108, 51, 59, 164 
in vivo bastante elevada 
Sulfadoxina: pfdhps 436, 437, 540, 581, 623 
Quinino pfcrt T76 
redução da susceptibilidade in vitro 
pfmdr1 Y86, F184, C1034, D1042, Y1246 
Artemisininas 
pfcrt C350R redução da susceptibilidade in vitro 
pfmdr1 N86, 184F, C1034, D1042, D1246 redução da susceptibilidade in vitro 
e in vivo 
pfatp6 S769N redução da susceptibilidade in vivo 
pfK13 C580Y, R539T and Y493H redução da susceptibilidade in vitro 





No caso específico da artemisinina e derivados, de acordo com estudos genéticos, em 
populações naturais de P. falciparum parece existir uma forte associação entre a 
amplificação do gene pfmdr1, a sua forma selvagem e a resistência aos derivados da 
artemisinina(167).  
 
Ensaios in vitro revelaram uma correlação entre a diminuição da suscetibilidade aos 
derivados da artemisinina e o aumento do número de cópias do gene pfmdr1(168).  
 
Num outro ensaio foi demonstrado que a redução do número de cópias (de 2 para 1) do 
gene pfmdr1 na estirpe resistente FCB resultou num aumento da susceptibilidade à 
artemisinina in vitro, reforçando a ideia que o número de cópias deste gene possui 
capacidade de modular este fenótipo(185).  
 
Adicionalmente, mutações pontuais no gene pfmdr1 têm sido associadas a mudanças de 
susceptibilidade dos parasitas da malária à artemisinina(166, 167, 168). A presença de mutações 
no gene pfatp6 foi associada à redução da susceptibilidade aos deriva os da artemisinina, 
tendo este sido proposto como seu principal alvo (220).  
 
Em relação ao gene pfK13, após a recente publicação relativa à presença de mutações em 
associação com a resistência in vitro e in vivo à artemisinina(232), espera-se que este gene 
possa ser útil para monitorização dos ACTs cuja redução da eficácia, na ausência de 
terapias alternativas pode tornar-se uma ameaça para o controle da malária(71). 
 
1.6.3 - Combinações terapêuticas baseadas nos derivados da artemisinina 
Com a expansão da resistência do P. falciparum à cloroquina, à sulfadoxina-pirimetamina e 
à mefloquina (esta última nas áreas de multi-resistência estabelecida), e com o objectivo de 
a conter, a actual recomendação para o tratamento da malária não complicada por P. 
falciparum passou a ser a terapia combinada com os derivados d  artemisinina ou ACTs(172, 




Assim, desde 2001 a OMS recomenda o uso de terapias combinadas à base de artemisininas 
como primeira linha para o tratamento da malária não complicada pelo P. falciparum 
(WHO; http://www.who.int/malaria/areas/treatment/en/). Esta terapia consiste no uso de 
dois ou mais fármacos esquizonticidas sanguíneos com diferentes modos de ação e que 
actuam em diferentes alvos parasitários(272).  
Para além de ser considerada mais efetiva, esta abordagem é mais segura uma vez que na 
eventualidade do surgimento de parasitas resistente a um dos componentes no decorrer da 
infeção, estes poderão ser eliminados pelo segundo componente(219, 273). Adicionalmente, as 
artemisininas possuem um efeito gametocitocida importante para redução da transmissão 
dos parasitas(259, 274, 275) incluindo eventuais resistentes. 
 
1.6.4 - Conceito de falência terapêutica e resistência aplicado à resposta aos ACTs 
Embora as terapias combinadas com os derivados da artemisinina continuem efetivas, 
sinais de redução da suscetibilidade a estes fármacos (in vitro e in vivo) foram evidenciados 
pela primeira vez no sudeste Asiático, na região da fronteira entre a Tailandia e o Cambodja 
conhecida como o epicentro histórico do início da resistência aos antimalárico(35, 276-280). 
Especialistas concordam que a capacidade para conter ou eliminar os parasitas resistentes é 
limitada e as áreas com transmissão elevada e com baixa cobertura em termos de 
intervenção contra a malária são particularmente vulneráveis. Se a resistência à 
artemisinina afectar tais regiões, a elevada transmissão contínua pode levar à rápida 
propagação de parasitas resistentes e à eventual perd  dos ACTs como tratamento eficaz. A 
urgência em conter esta disseminação é agravada pelo facto de não existirem outros 
antimaláricos com os mesmos níveis de eficácia e tolerabilidade que os ACTs e alternativas 
promissoras não estarem disponíveis a curto prazo.  
De acordo com a OMS(35) um aumento significativo do tempo de depuração do parasita 
deve ser considerado sinal de alerta precoce, deveno merecer resposta semelhante à que é 
dada à resistência confirmada. Considera-se suspeita de resistência, o aumento do tempo de 




com parasitas detectáveis ao dia 3 após início do tratamento com ACTs e como resistência 
confirmada, a falha terapêutica após monoterapia à base de artemisinina oral (com 
adequada concentração sanguínea do antimalárico), evidenciada por persistência de 
parasitas ao 7º dia, ou pela sua presença ao 3º diae recrudescência dentro de 28 a 42 dias. 
Os ACTs devem ser tratados como uma classe e ambos os componentes devem ser 
protegidos, uma vez que a resistência a um deles faz com que o fármaco acompanhante 
actue em monoterapia, aumentando a probabilidade de resistência também a este e 
comprometendo os ACTs como um todo(35, 281). 
 
1.6.5 - Tratamento da malária não complicada 
O tratamento da malária não complicada tem como princi al objectivo, a melhoria dos 
sintomas e a eliminação rápida e completa do Plasmodium do sangue do paciente, a fim de 
impedir a progressão para formas de doença grave e a morte. Na perspectiva de saúde 
pública, o mesmo destina-se a reduzir a transmissão da infeção, diminuir os reservatórios 
da doença e prevenir a seleção e disseminação da resistência aos antimaláricos. 
 
Na Tabela 4 descrevem-se os principais esquemas terapêuticos recomendados pela OMS 
para o tratamento da malária em diferentes situações específicas. A escolha do tratamento 
deve basear-se sobretudo nos níveis de resistência do fármaco usado em combinação com 
os derivados da artemisinina em cada região e deve ser fetuada com base no peso corporal 
de cada paciente. Em Moçambique, o protocolo terapêutico que inclui as combinações com 
os derivados da artemisinina para o tratamento da malária não complicada começou a ser 
implementado a partir de 2004.  
 
Devido aos elevados índices de resistência à combinaçãosulfadoxina-pirimetamina (SP)(282, 
283), esta deixou de ser recomendada, tendo sido retirada do protocolo terapêutico nacional. 
Em relação à mefloquina (MQ) e à piperaquina (PQ) embora sejam por vezes utilizadas em 
casos independentes, estas nunca fizeram parte dos prot colos terapêuticos nacionais para 









 Artemether+Lumefantrina  
 Artesunato+Amodiaquina  
 Artesunato+Mefloquina 
 Dihydroartemisinina+Piperaquina (DHA+PQ) 
 Artesunato+Sulfadoxina-pirimetamina (SP) 
Em algumas áreas a associação 




Em caso de persistência da parastémia (até ao 14º dia) 
 ACT alternativo efectivo na região 
 Artesunato+Tetraciclina, Doxiciclina ou Clindamicina 
 Quinino+Tetraciclina, Doxiciclina ou Clindamicina 
Persistência da parasitémia (após o 14º dia) 
 Tratamento idêntico ao da 1a linha 
Não repetir a MQ antes de 60 dias 
Crianças 
  
 Idêntico ao recomendado para os adultos 
                                 (doses de acordo com o peso da criança) 
Evitar combinações com SP ou 
Tetraciclina 






   (na falta de Clindamicina; Quinino em monoterapia) 
Recomendação para ACTs:  
 Na ausência dos outros 
fármacos;  
 Se houver falência ao 1º 
tratamento; 
 Se não houver certeza de 
cumprimento do 1º tratamento. 
2ª linha: 
 Artesunato+Clindamicina  
Gravidez 
2º e 3º 
trimestre 
(3-7 dias) 





Duração do tratamento:  
 De acordo com o esquema 
usado. 
 
Não existe informação sobre a 





1.6.6 - Tratamento da malária grave  
A malária grave é considerada uma emergência médica. De cordo com as recomendações, 
o tratamento deve ser iniciado por via parenteral imediatamente após o diagnóstico, por um 
período mínimo de 24 horas. Logo que possível e de acordo com a tolerância do paciente 
deve-se passar à terapia oral até ao 7º dia com um dos esquemas indicados na Tabela 5. 
Tabela 5 - Protocolos de tratamento da malária grave recomendados pela OMS 
Adultos 
1a escolha 
1- Artesunato: 2.4 mg /kg de peso endovenoso ou intramuscular 
1ª dose (hora 0) 
2ª dose: 12 horas após a 1ª dose 
3ª dose: 24 horas após a primeira dose 




1- Quinino (endovenoso ou intramuscular): 20mg/kg de dicloridrato de quinino 
diluídos em 10 ml/kg de dextrose a 5% seguido de 10mg/kg de 8 em 8 horas 
com a mesma diluição 
2- Arteméter intramuscular: 3.2 mg/kg de peso à admissão seguido de 1,6 
mg/kg de peso por dia 
Crianças  
Uma de 3 
alternativas 
1- Artesunato: 2.4 mg /kg de peso endovenoso ou intramuscular 
1ª dose (hora 0) 
2ª dose: 12 horas após a 1ª dose 
3ª dose: 24 horas após a primeira dose 
Doses subsequentes: administrar com intervalos de 24 h 
2-Quinino (endovenoso ou intramuscular) 20 mg/kg de dicloridrato de quinino 
diluídos em 10 ml/kg de dextrose a 5% seguido de 10mg/kg de 8 em 8 
horas com a mesma diluição 
3- Arteméter intramuscular: 3.2 mg/kg de peso à admissão seguido de 1,6 
mg/kg de peso por dia 
Tratamento oral após a terapia parenteral 
• Artemether +Lumefantrina 
• Artesunato+ Amodiaquina 
• Dihidroartemisinina+Piperaquina 
• Artesunato+Sulfadoxina-pirimetamina 
• Artesunato+ Clindamicina ou Doxiciclina 




Nos locais com menos recursos, quando necessário transfe ir os pacientes com malária 
grave para uma unidade sanitária de referência, a menos que a transferência leve menos de 
6 horas, é importante a administração da primeira dose de antimalárico com qualquer dos 
antimaláricos efectivos recomendados disponíveis, que incluem o artesunato rectal, quinino 
intramuscular, artesunato intramuscular ou arteméter intramuscular(35). Caso não seja 
possível a transferência, o tratamento deve ser continuado no local, por via rectal ou 
intramuscular até que o paciente tolere a medicação oral, altura em que se deve passar ao 






















2.1 - Objetivo geral 
A partir de 2006 a OMS passou a recomendar a terapia combinada com derivados de 
artemisinina (ACTs) para o tratamento da malaria não complicada por P. falciparum na 
África sub-Sahariana(272). A recomendação assenta no pressuposto de que os derivados de 
artemisinina (que causam rápida redução da massa parasitária e da carga de gametócitos), 
associados a um fármaco com maior semivida e duração de ação, produzem cura clinica e 
parasitológica mais rápida, protegendo-se mutuamente contra o desenvolvimento de 
resistência e reduzindo a transmissão da malária. Em Moçambique, a resposta ao 
tratamento com ACTs está pouco estudada e documentada pelo que pretendemos com o 
presente trabalho contribuir para um melhor conhecim nto da mesma. 
Os dados do Programa Nacional de Controlo da Malária de Moçambique(284) referem que 
cerca de 60% das crianças internadas nas enfermarias de pediatria são admitidas com 
quadros de malária grave. Contudo, existem poucos dados sistematizados relacionados com 
a investigação da malária grave em crianças tanto no que diz respeito aos aspetos clínicos 
nos doentes internados como em relação à pesquisa de fatores relacionados com a 
gravidade da doença. Com a introdução neste trabalho de um capítulo referente à malária 
grave em crianças, pretendemos contribuir para um melhor conhecimento do perfil clínico 
desta população e resposta ao tratamento até agora utiliz do, antes da introdução alargada 
do novo esquema terapêutico que inclui a administração do artesunato por via endovenosa. 
A compreensão das bases moleculares e a monitorização de potenciais marcadores 
moleculares de resistência é fundamental por várias razões: a) a deteção precoce de 
parasitas resistentes aos antimaláricos e sua dispersão geográfica, em conjunto com os 
ensaios in vivo e in vitro constitui um potente instrumento epidemiológico para  deteção 
precoce e monitorização do fenómeno de resistência b) dados moleculares podem ser 
usados como guia para alteração dos protocolos terapêuticos nacionais. Actualmente o 
marcador molecular de resistência aso ACTs (baseado no gene pfK13) faz parte da 





2.2 - Objetivos específicos 
2.2.1 - Caracterizar o perfil clinico e resposta terapêutica de pacientes com malária não 
complicada tratados com ACTs em Maputo. 
2.2.1.1 - Avaliar a resposta clínica e parasitológica nos pacientes com malária não grave 
tratados com AL ou Coartem na área geográfica da Cide e Província do Maputo.  
2.2.2 - Caracterizar o perfil à admissão e evolução clínica de pacientes com malária 
grave/cerebral em Maputo. 
2.2.2.1 – Descrever o perfil de manifestações clínicas e parâmetros laboratoriais 
definidores de malária grave e ou cerebral dos pacientes no momento da admissão.  
2.2.2.2 - Avaliar a evolução das manifestações clínicas e dos parâmetros laboratoriais 
mais relevantes durante o internamento. 
2.2.2.3 - Avaliar a existência de uma potencial associação entre o polimorfismo 371G no 
gene RNase3 (humano) e a gravidade da doença. 
2.2.3 - Determinar a frequência de polimorfismos genéticos p tencialmente associados à 
resposta aos ACTs em isolados de P. falciparum provenientes de Maputo. 
2.2.3.1 - Avaliar a existência de possíveis associações entrepolimorfismos genéticos e a 















3 - MATERIAL E MÉTODOS 
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O presente estudo envolveu 2 grupos de pacientes nos quais foram estudados os aspetos 
clínicos e laboratoriais associados à malária. Um dos grupos (o primeiro) foi composto por 
crianças e adultos com malária não complicada (MnC) e o outro grupo (o segundo) foi 
composto apenas por crianças com malária grave (MG). Em ambos os grupos o estudo 
envolveu a pesquisa de marcadores genéticos associados à resistência aos antimaláricos. No 
grupo da MG foram também pesquisados os marcadores genéticos associados à 
suscetibilidade à malária cerebral (MC).  
O apuramento ético foi concedido pela Comissão Nacion l de Bioética para a Saúde do 
Ministério da Saúde (CNBS)/MISAU) em Moçambique (Anexo 1). A inclusão dos 
pacientes foi feita após consentimento informado dos pacientes ou acompanhantes no caso 
das crianças (Anexo 2). Todas os pacientes foram trtados de acordo com os protocolos de 
atuação em cada uma das duas unidades sanitárias onde decorreu estudo, significando que 
toda a assistência foi sempre providenciada pelos médicos de serviço e demais profissionais 
a estas afetos. 
Dado que foram envolvidos diferentes grupos, nos quais foram efetuados dois tipos de 
análise (clínica e molecular), para uma melhor abordagem a metodologia será dividida em 3 
secções: 
 
3.1 - Estudo da malária não complicada (MnC) 
3.2 - Estudo da malária grave (MG) 
3.3 -Polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à resposta aos ACTs em Maputo. 
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3.1 - Estudo da malária não complicada   
O estudo da malária não complicada foi realizado de Março de 2010 a Março de 2012. Nele 
foi efetuada a caracterização clínica dos pacientes estudados e a avaliação da resposta 
terapêutica às duas combinações utilizadas no tratamento da malária não complicada em 
Moçambique com base na evolução clínica e laboratorial.  
3.1.1 - Locais de estudo 
Foran selecionadas duas unidades sanitárias para o efeit  na Província do Maputo, 
nomeadamente o Centro de Saúde de Boane localizado no istrito com o mesmo nome e o 
Centro de Saúde 1o de Maio localizado no centro da cidade de Maputo. Ao longo do texto 
estes Centros de Saúde passarão a ser designados por “Boane” e “1º de Maio”. 
 
O distrito de Boane localiza-se numa região peri-urbana a 30 Km da cidade da cidade de 
Maputo. É limitado a norte pelo distrito da Moamba, a Sul e Este pelo Distrito da 
Namaacha e a Oeste pela cidade da Matola e Distrito de Matutuine. Possui uma superfície 
de 820 Km2 e uma população estimada em 104.457 habitantes, com uma densidade 
populacional de 124,9 habitantes/Km2. A sua população é essencialmente jovem, sendo 
42% abaixo dos 15 anos. Para além do Centro de Saúde de Boane onde foi relizado o 
presente estudo, o distrito dispõe de mais 15 Centros de Saúde e um hospital distrital. 
 
A cidade de Maputo localiza-se na região mais a Sul de Moçambique, possui uma 
população estimada em 1.209.992 habitantes e uma densidade populacional de 4.033 
habitantes/Km2. Estende-se da localidade de KaTembe ao bairro de Chiango no sentido 
Sul/Norte e da Ilha de Inhaca ao vale de Infulene, na orientação Este/Oeste. Faz o seu limite 
com a Província de Maputo nos extremos Norte, Sul e Oeste e é banhado pelo Oceano 
Índico no extremo Este, onde se localiza a Ilha de Inhaca(285). O Centro de Saúde 1º de 
Maio encontra-se localizado nesta cidade e possui nas suas proximidades dois outros 
Centro de Saúdee um Hospital Geral.  
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3.1.2 - Pacientes incluídos no estudo 
Foram incluídos 412 pacientes pacientes com idade sup rior a 1 ano com malária não 
complicada por P. falciparum, 306 dos quais do Centro de Saúde de Boane e 106 do Centro 
de Saúde 1º de Maio. O diagnóstico foi efectuado por Microscopia Ótica (Anexo 3) e 
posteriormente confirmado pela técnica de PCR (Anexo 4). Os critérios de exclusão foram: 
crianças com peso inferior a 10 Kg, mulheres grávidas, história de tratamento com algum 
antimalárico para a doença atual, identificação de algum sinal ou sintoma de malária grave 
ou doença concomitante requerendo internamento hospitalar.  
3.1.3 - História e exame clínico  
Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes com MnC foram avaliados à admissão (D0), 
e controlados ao 7º dia (D7) e 14º dia (D14). 
Aquando da admissão (D0), os pacientes com critérios definidos para inclusão no estudo 
foram submetidos a uma história clínica na qual foram colhidas informações acerca do 
início da doença e principais sintomas clínicos. Foram pesquisados dados relacionados com 
a existência de episódios anteriores de malária e tr tamentos anteriores com antimaláricos. 
A história foi fornecida pelo próprio paciente no caso dos adultos, ou por um acompanhante 
no caso das crianças. A todos os pacientes foi efetuado um exame físico completo para 
determinação do estado clínico e exclusão de potenciais sinais de gravidade. O registo das 
principais queixas (febre, cefaleia, mioartralgia, diarreia, vómitos, dor abdominal e 
anorexia) assim como dos principais sinais clínicos (febre, anemia, icterícia, hepatomegália, 
esplenomegália e desidratação) foi efetuado numa fich  de recolha de dados (Anexo 5), 
utilizada para a elaboração da base de dados para posterior análise.  
3.1.4 - Recolha e processamento das amostras de sangue 
As amostras de sangue foram colhidas pelo pessoal do l boratório das referidas unidades 
sanitárias no âmbito da sua atividade diária e segundo os protocolos instituídos. As técnicas 
de pesquisa do P. falciparum por microscopia ótica assim como o hemograma foram 
realizadas no primeiro dia (D0), nos laboratórios dos respetivos centros de saúde on  os 
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pacientes foram seguidos. Adicionalmente, parte da amostra de sangue destinada aos 
exames laboratoriais protocolados (cerca de 50-100μl) foi colocada em papel de filtro 
Whatman nº 3. Depois de secas, estas amostras foramacondicionadas e conservadas à 
temperatura ambiente até à data do seu processamento no laboratório do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical em Lisboa (IHMT). As amostras correspondentes ao controlo 
no 7º dia (D7) e 14º dia (D14) após o tratamento foram colhidas e processadas de forma 
idêntica. 
3.1.5 - Parâmetros hematológicos  
Para o estudo das alterações hematológicas, as amostr s de sangue foram colhidas em tubos 
com anticoagulante Etileno Diamina Tetra Acético (EDTA) e analisadas num aparelho 
automático de hematologia (Sysmex KX-21 N). A presença de anemia foi determinada 
pelos resultados da hemoglobina em função da idade e do sexo dos pacientes e classificada 
com base nos critérios definidos pela OMS(286), de acordo com a Tabela 6. 
 
Tabela 6 - Classificação da anemia de acordo com o nível plasmático de hemoglobina, 
tendo em conta a idade e o sexo (WHO, 2011). ♂ - sexo masculino; ♀- sexo feminino; 








Anemia (Hgb g/dl)  
Ligeira Moderada Grave 
Muito 
grave 
<5 ♀/♂ ≥11.0 10.0-10.9 7.0-9.9 <7.0 <5.0 
5-11 ♀/♂ ≥11.5 11.0-11.4 8.0-10.9 <8.0 <5.0 
12-14 ♀/♂ ≥12.0 11.0-11.9 8.0-10.9 <8.0 <5.0 
≥15 ♀* ≥12.0 11.0-11.9 8.0-10.9 <8.0 n.a. 
≥15 ♂ ≥13.0 11.0-12.9 8.0-10.9 <8.0 n.a. 
  
A trombocitopénia foi definida como a presença de um nível de plaquetas inferior a 
150.000 por microlitro de sangue (Plaquetas < 150x 109/l), independentemente da idade e 
sexo e classificada em diferentes graus de acordo cm a Tabela 7(287). 
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Tabela 7 - Classificação da trombocitopénia de acordo com a contagem de plaquetas 
 
Plaquetas (x 109/l) Classificação 
75-149 Trombocitopénia ligeira 
50-74 Trombocitopénia moderada 
25-49 Trombocitopénia grave 
≤25 Trombocitopénia muito grave 
 
3.1.6 - Tratamento efetuado 
Os pacientes com malária não complicada foram tratados com comprimidos de AL(doses 
fixas combinadas de arteméter-lumefantrina), ou ASAQ (doses fixas combinadas de 
artesunato-amodiaquina) de acordo com os esquemas terapêuticos apresentados 
respetivamente na Tabela 8 e Tabela 9. 
Em ambos os grupos de tratamento a medicação foi efetuada durante 3 dias, de acordo com 
o peso do paciente e com as instruções dadas pelo pess al de saúde envolvido no estudo. 
Em cada caso, o esquema terapêutico (AL ou ASAQ) foi escolhido tendo em conta a 
disponibilidade dos fármacos nos centros de saúde, visto que estes são fornecidos pelo 
Ministério de Saúde, o que obriga à adequação dos regimes terapêuticos em função dos 
medicamentos existentes.  
 
Tabela 8 - Esquema para tratamento da malária não complicada com AL. 1Número de 
comprimidos contendo 20 mg de arteméther e 120 mg de lumefantrina; 2Número total de 
comprimidos administrados durante os 3 dias de tratamento. 
 
Peso (Kg) 
No de comprimidos/dose1 
administrados de 12/12 horas 
No total de 
comprimidos2 
10-14 1 6 
≥15-24 2 12 
≥25-34 3 18 
≥35 4 24 
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No de comprimidos 
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total 
10 - 17 50/175 mg 1 1 1 3 
≥18 - 35 100/270 mg 1 1 1 3 
≥36 100/270 mg 2 2 2 6 
 
3.1.7 - Acompanhamento dos pacientes 
No primeiro dia (D0), os pacientes receberam a primeira dose da medicação sob observação 
do técnico de saúde da respetiva unidade sanitária (técnico de medicina ou enfermeiro) 
envolvido no estudo. A restante medicação foi disponibilizada em pequenas embalagens 
contendo as doses necessárias a efetuar no domicíli de acordo com as instruções por este 
fornecidas. Foram também disponibilizados comprimidos e paracetamol para o tratamento 
da febre e pacotes com sais de hidratação oral para reposição hídrica. Os pacientes foram 
instruídos a não efetuar nenhum tratamento adicional e a retornar ao Centro de Saúde nos 
dias de controlo (D7 e D14) ou a qualquer altura antes desse período, em caso de 
agravamento do quadro clínico ou surgimento de alguma situação que impossibilitasse o 
cumprimento do tratamento. 
 
3.2 - Estudo da malária grave 
3.2.1 - Local do estudo 
O estudo clínico da malária grave (MG) foi realizado na Unidade de Cuidados Intensivos 
do Departamento de Pediatria do Hospital Central do Maputo durante o período de 
Fevereiro de 2011 a Março de 2011.  
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3.2.2 - Pacientes incluídos no estudo 
Foram incluídas 129 crianças entre 8 meses e 14 anos de idade, com malária por P. 
falciparum, diagnosticada por microscopia ótica e posteriormente confirmada pela técnica 
de PCR, que se apresentaram à admissão (D0) com pelo menos um dos critérios definidores 
de MG segundo a OMS descritos na Seccção 1.5.2., Tabela-1. Os dados referentes às 
características clínicas e laboratoriais foram recolhid s a partir dos processos clínicos 
durante o período em que as crianças permaneceram internadas. 
3.2.3 - Classificação dos pacientes com MG de acord com o estado de consciência 
Para a classificação da MG, o estado de consciência foi avaliado segundo a escala de coma 
de Glasgow(79) modificada para crianças, utilizada pelos clínicos d  serviço de pediatria 
onde decorreu o estudo (Tabela 10). Com base nesta escala, o “estado de consciência 
alterado” foi definido como a presença de um score de Glasgow inferior a 15 e“malaria 
cerebral” como a presença de um score inferior a 11.  
 
Tabela 10 - Escala de Coma de Glasgow modificada para crianças 




Ao estímulo verbal 
Ao estímulo doloroso 
Ausente 
Expontânea 
Ao estímulo verbal 










Localiza o estímulo doloroso 
Fugaa em resposta à dor 
Flexão em resposta à dor  
Extensão em resposta à dor  
Ausente 
Movimentos expontâneos 
Localiza a dor (retirada ao toque) 
Retirada ao estímulo doloroso 
Flexão anormal em resposta à dor   


















Choro em resposta à dor 








Para exclusão do coma transitório pós-ictal, nas crianças que haviam tido convulsões, foi 
considerado o nível de consciência que se encontrava registado no processo clínico pelo 
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menos 1 hora após a última convulsão ou após 6 horas naquelas que haviam sido 
submetidas a tratamento com anticonvulsivantes (Diazep n e/ou Fenobarbital). 
 
O diagnóstico de malária por P. falciparum por microscopia ótica foi realizado de acordo 
com os mesmos procedimentos descritos na secção 3.1.2 (Anexo 3). O hemograma e a 
bioquímica foram realizados respetivamente nos aparelhos Sysmex KX-21 e 
DimensionXpand. À equipe envolvida no estudo coube a colheita das amostras de sangue 
em papel de filtro (Whatman 3) para posterior realização dos exames moleculares no 
laboratório do CMDT LA/IHMT, Lisboa, de acordo com os procedimentos descritos para a 
MnC na secção 3.1.2 (Anexo 4). 
A classificação da anemia e trombocitopénia foi feita de acordo com o descrito na secção 
3.1.5, Tabela 6 e Tabela 7. Para os restantes parâmetros foram usados as seguintes valores 
normais de referência: Leucócitos: 3 a 12.5 x109/l; Bilirrubina total: 5.1 a 17.1µmol/l; 
Bilirrubina conjugada: 1.7 a 5.1µmol/l; Aspartato transaminase (AST): 0 a 45 U/l; Alanina 
transaminase (ALT); 0 a 50 U/l; Ureia: 3.6 a 7.1mmol/l; Creatinina <133 µmol/L; Volume 
plaquetário médio (MPV)˃ 9,5 fl; Hematúria e Proteinúria: ≥“+. 
 
3.2.4 - Tratamento antimalárico efetuado 
Todas as crianças internadas com malária grave receberam o tratamento de acordo com as 
normas vigentes no Departamento de Pediatria do HCM na altura da realização do estudo. 
O tratamento consistiu na utilização de 2 fármacos n meadamente o artemeter, 
administrado por via intramuscular na dose de 1,2 mg/kg de peso numa dose diária durante 
3 dias (independentementeda evolução clínica) e quinino, administrado por via endovenosa 
na dose de 10mg/kg de peso de 8 em 8 horas, até à melhoria do estado clínico (num 
máximo de 7 dias, correspondendo a 21 doses).  
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3.2.5 - Identificação de polimorfismos nos genes RNase3  
A identificação de polimorfismos no gene RNase3 foi efetuada nas amostras colhidas nos 
pacientes com malária grave. A colheita das amostras para extração do ADN e genotipagem 
obedeceu aos mesmos procedimentos para o tratamento das amostras da MnC descritos na 
secção 3.1.2 (Anexo 3 e Anexo 4). A identificação de SNPs no gene RNase3 (371G, 16G e 
94A) potencialmente associados à susceptibilidade à malária cerebral nos pacientes 
estudados foi efetuada por PCR-RFLP (Tabela 11). 
3.2.6 - Electroforese dos produtos amplificados 
Após a amplificação do ADN, os produtos do PCR foram separados por eletroforese em gel 
de agarose. O gel foi preparado atravéz da mistura do pó de agarose com uma solução 
tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) com umaconcentração de 2%. Foram colocados 10μl de 
produto amplificado em cada poço de gel de agarose juntamente com um marcador de peso 
molecular de 100pbs (Fermentas TM) após o que se aplicou uma corrente de 120 volts para 
migração do ADN amplificado no gel. A visualização d s produtos foi feita num 
transiluminador de luz ultravioleta EagleEye II (Stratagene) após coloração dos géis com 
brometo de etídio (Sigma, Germany).  
 
Tabela 11 - Sequência dos primers e condições de amplificação do gene RNASE3 por 
PCR-RFLP. Fw: primer forword; Ver: primer reverse. 
 







H2O- até 25 μl 
Tampão – 1X 
Mgcl2 – 2 mM 
Dntps – 0,2mM 
PF – 0,2μM 
PR - 0,2μM 
Taq – 0,3 U 
ADN - 1μl 
94o -3 min (1 X) 
94o- 1 min (40 X) 
55o – 45 secs (40 X) 
72o- 45 sec (40 X) 
72o- 3 min (1 X) 
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3.3 - Estudo de polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à 
resposta aos ACTs em Maputo. 
3.3.1 - Material biológico 
Para o estudo de polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à resposta aos ACTs 
em Maputo foram consideradas no total 480 amostras de pacientes com malária. 
As amostras referentes à malária não complicada foram colhidas nos Centros de Saúde de 
Boane e 1º de Maio, no período entre Março de 2010 a Março de 2012 e as referentes à 
malária grave foram colhidas no Serviço de Urgências de Pediatria do Hospital Central do 
Maputo entre Fevereiro de 2012 a Março de 2012. 
Todos os procedimentos referentes à colheita e processamento das amostras obedeceram 
aos mesmos princípios, independentemente do local de colheita, da gravidade da malária ou 
do tratamento efectuado. Do volume total de sangue colhido para as análises normalmente 
efetuadas por rotina aos pacientes com malária descritos na secção 3.1.2 - Material e 
Métodos, uma gota de sangue de cada paciente (50-100 µl) foi colocada em papel de filtro 
(Whatman no3). Depois de identificadas, as amostras foram secas à temperatura ambiente e 
acondicionadas em embalagens plásticas individuais para processamento no laboratório do 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical em Lisboa (IHMT).  
3.3.2 - Deteção e identificação parasitária por PCR (Polimerase Chain Reaction) 
3.3.2.1 - Extração do ADN genómico 
O ADN das amostras de sangue colhido foi obtido comrecurso ao método de extração com 
Chelex (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Singh B, 1996), estabelecido no laboratório da UEI 
Malária/IHMT/CMDT LA (Anexo 4). Com auxílio de uma tesoura e uma pinça 
previamente imersas em ácido clorídrico (HCL) foi crtada uma pequena porção de papel 
de filtro contendo a gota de sangue (o correspondente a cerca de 50 μl de eritrócitos 
parasitados), a qual foi colocada em um tubo de micro-centrífuga (eppendorff) de 1,5 ml. A 
hemólise dos eritrócitos parasitados foi efetuada mediante adição de 1 ml de solução 
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tampão PBS (phosphate buffered saline)  50 ml de saponina a 10% tendo-se deixado esta 
mistura em incubação a 4o C por cerca de 12 horas durante a noite. De seguida foi feita uma 
lavagem com PBS e nova incubação a 4º C por 30 minutos. A extração do ADN foi 
realizada mediante adição de 75 μl de solução de Chelex em Água Milli-Q a 20% (Biorad). 
A seguir, os tubos eppendorff foram aquecidos em um bloco (Dry block heater BBD-Grant-
Boekel) a 99oC durante 15 minutos, após o que se procedeu à centrifugação (10000g/2min), 
a fim de separar o sobrenadante contendo o ADN, dos restantes componentes da mistura 
(papel de filtro e Chelex) através da sedimentação. O ADN extraído foi conservado em 
aliquotas a -20º C até à amplificação por PCR. 
3.3.2.2 - Eletroforese dos produtos amplificados 
Após a amplificação do ADN, os produtos do PCR foram separados por electroforese em 
gel de agarose. O gel foi preparado atravéz da mistura do pó de agarose com uma solução 
tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) com uma concentração de 2%. Foram colocados 10μl de 
produto amplificado em cada poço de gel de agarose juntamente com um marcador de peso 
molecular de 100pbs (Fermentas TM) após o que se aplicou uma corrente de 120 volts para 
migração do ADN amplificado no gel. A visualização d s produtos foi feita num 
transiluminador de luz ultravioleta EagleEye II (Stratagene) após coloração dos géis com 
brometo de etídio (Sigma, Germany).  
3.3.2.3 - Genotipagem do P. falciparumpor PCR 
A genotipagem de P. falciparum para estudo dos marcadores de diversidade presentes nas 
amostras colhidas no dia da admissão (D0) foi efetuada mediante amplificação de 2 genes 
estáveis e de cópia única (pfmsp2 e pfglurp), altamente polimórficos em tamanho e 
sequência(288). As regiões repetitivas dos referidos genes foram amplificadas por Nested-
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Tabela 12 - Sequênciados primers e condições de amplificação dos genes pfmsp2 e 
pfglurp por PCR. Fw: primer forword; Rev: primer reverse. 
 














Tampão – 1× 
Mgcl2 – 1,8 mM 
Dntps – 0,2 mM 
PF – 0,2 μM 
PR- 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN - 1μl 
Volume 25 μl 
94ºC - 3 min 
94ºC - 1 min (9×) 
53ºC -45 secs (9×) 
72ºC - 45 secs (9×) 
 
94ºC - 1 min (30×) 
50ºC -45 secs (30×) 
72ºC - 45 secs (30×) 
 









Tampão – 1× 
Mgcl2 – 1,8 mM 
Dntps – 0,2mM 
PF – 0,2 μM 
PR- 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN - 1μl 
Volume 25 μl 
94ºC - 3 min 
94ºC - 1 min (9×) 
53ºC -45 secs (9×) 
72ºC - 45 secs (9×) 
 
94ºC - 1 min (30×) 
50ºC -45 secs (30×) 
72ºC - 45 secs (30×) 
72ºC - 3 min 










Tampão – 1× 
Mgcl2 – 1,6 mM 
Dntps – 0,2 mM 
PF – 0,2 μM 
PR- 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN – 1 μl 
Volume 25 μl 
94ºC - 3 min 
94ºC - 1 min (9×) 
54ºC -45 secs (9×) 
72ºC - 45 secs (9×) 
 
94ºC - 1 min (30×) 
50ºC -45 secs (30×) 
72ºC - 45 secs (30×) 
 









Tampão – 1× 
Mgcl2 – 1,6 mM 
Dntps – 0,2 mM 
PF – 0,2 μM 
PR - 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN – 1 μl 
Volume 25 μl 
94ºC - 3 min 
94ºC - 1 min (9×) 
54ºC - 45 secs (9×) 
72ºC - 45 secs (9×) 
 
94ºC – 1 min (30×) 
50ºC - 45 secs (30×) 
72ºC - 45 secs (30×) 
 
72ºC - 3 min 
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3.3.3 - Identificação de polimorfismos nos genes pfmdr1por PCR-RFLP  
A identificação de polimorfismos no gene pfmdr1 em estudo foi efetuada pela técnica de 
PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP), segundo os protocolos 
estabelecidos no laboratório da UEI Malária/IHMT/CMDT LA. A PCR-RFLP consiste em 
amplificar o fragmento de ADN que contém a mutação. Este fragmento é depois submetido 
a uma reação sob ação de uma enzima de restrição (end nuclease) que reconhece 
especificamente o palindroma originado ou eliminado pela mutação em causa (Lopes et al, 
2002). Os fragmentos de restrição resultantes são separados de acordo com o seu 
comprimento por eletroforese em gel de agarose. 
Os polimorfismos no gene pfmdr1foram avaliados nos fragmentos de ADN 86 (N86Y), 184
(Y184F), 1246 (D1246Y). Em todas as reações de amplificação e restrição foram utilizadas 
amostras de ADN de isolados de P. falciparum conhecidos nomeadamente 3D7, FBC, K1 e 
7G8 como controles positivos e Dd2 como controle negativo(289) (Tabela 13).  
 
Tabela 13 - Clones de referência utilizados como controlo no estudo. N- asparagina, D - 
ácido aspártico, Y- Tirosina; F - Fenilalanina; *Não está identificada a proveniência 



















Bhasin & Trager, 1984 
Rosário et al, 1981 
Burkot TR et al, 1984 














A sequência dos primers, condições de amplificação e enzimas de restrição utilizados para 
os fragmentos 86, 184 e 1246 do gene pfmdr1 são descritas na Tabela 14.  
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Tabela 14 - Sequência dos primers e condições de amplificação dos fragmentos 86, 184 
e 1246 do gene pfmdr1 por PCR. Fw: primer forword; Rev: primer reverse. 
 







Fw - GTATGTGCTGTATTATCAGGAGGA 
 
Rev - CGTACCAATTCCTGAACTCAC 
H2O 
Tampão – 1× 
Mgcl2 – 2 mM 
Dntps – 0,2 mM 
PF – 0,2 μM 
PR - 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN - 1μl 
Volume - 25 μl 
94ºC – 3 min 
94ºC – 1 min (40×) 
52ºC -45 secs (40×) 
72ºC – 45 secs (40×) 




Fw -  GCCAGTTCCTTTTTAGGTTTAAT 
 
Rev - GTCTTTTCTCCACAATAACTTGC 
 
H2O 
Tampão – 1× 
Mgcl2 – 2 mM 
Dntps – 0,2mM 
PF – 0,2μM 
PR - 0,2μM 
Taq – 0,3 U 
ADN - 1μl 
Volume 25 μl 
94ºC – 3 min 
94ºC – 1 min (45×) 
53ºC -30 secs (45×) 
72ºC – 45 secs (45×) 











Tampão – 1× 
Mgcl2 – 2 mM 
Dntps – 0,2 mM 
PF – 0,2 μM 
PR - 0,2 μM 
Taq – 0,3 U 
ADN – 1 μl 
Volume 25 μl 
94ºC – 3 min 
94ºC – 1 min (40×) 
52ºC -30 secs (40×) 
72ºC – 45 secs (40×) 
72ºC – 3 min 
 
Após amplificação, os fragmentos 86, 184 e 1246 do gene pfmdr1 foram submetidos a 
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Tabela 15 - Condições de restrição para os fragmentos 86, 184 e 1246 do gene pfmdr1 
 




H2O - 5,8 μl 
Tampão - 1× 
ApoI - 0.2 μl 
ADN - 12 μl 
 
12 horas (37ºC) 
 
184 
H2O - 5,8 μl 
Tampão - 1× 
TasI- 0.2 μl 
ADN - 12 μl 
12 horas (65ºC) 
 
1246 
H2O  - 5,8 μl 
Tampão - 1× 
EcoV - 0.2 μl 
ADN - 12 μl 
12 horas  (37ºC) 
 
3.3.3 - Determinação do número de cópias do gene pfmdr1por RT-PCR 
A determinação do número de cópias do gene pfmdr foi efetuada com recurso à técnica de 
PCR em tempo real (RT-PCR). O número de cópias do gene pfmdr1 (gene alvo) foi 
determinado por RT-PCR usando uma master Mix de SYBR Green. Para o efeito foi usado 
o método N=2-ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001) em que o gene pfβ-actinI serviu como 
controlo interno e o número de cópias do gene pfmdr1existentes no clone 3D7 (1 cópia) 
como amostra calibrador, segundo os protocolos estab lecidos no laboratório da UEI 
Parasitologia Médica/IHMT/CMDT LA (231). O clone Dd2 previamente conhecido por ter 4 
cópias do gene pfmdr1foi usado como controlo multicópia. Os resultados foram expressos 
como alterações no número de cópias do gene alvo no P.falciparum3D7.  
O modelo matemático (2-ΔΔCt), permite determinar a variação da expressão (N) de um gene 
pela equação N=2−ΔΔCt (equação A), na qual:  
ΔΔCt = (Ct, alvo-−Ct, controlo interno)χ − (Ct, alvo− Ct, controlo interno)γ(equação B) 
Nesta equação temos:  
χ = amostra a partir da qual se pretende estudar a vri ção de expressão do gene alvo.  
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γ = amostra calibrador em relação à qual se está emestudo a variação de expressão do 
gene alvo (no nosso caso utilizamos o gene 3D7 que sab mos possuir 1 cópia). 
 
A Tabela 16 mostra a sequência de primers e as condições para determinação do número de 
cópias do gene pfmdr1. 
 
Tabela 16 - Sequência de primers e condições para determinação do número de cópias 
do gene pfmdr1 
 




H2O - até 15 μl 
Tampão - 1× 
PF - 300 nM 
PR - 300 nM 
ADN - 1,5 μl 
95o -10 min (1×) 
95o- 15 secs (1×) 
600-1 min (1×) 
 
3.3.4 - Pesquisa de polimorfismos no gene pfatp6 por sequenciação de produto de PCR 
A pesquisa de mutações no gene pfatp6, antes proposto como o maior alvo terapêutico das 
artemisininas foi efetuada com recurso à sequenciação. Foram amplificadas por PCR e 
sequenciadas 3 regiões do mesmo deste gene que resultaram em fragmentos com 526pb, 
897bp e 780bp respectivamente para as regiões 1, 2 e 3 (Tabela 17). A escolha destas 
regiões genéticas deveu-se ao facto de em estudos anteriores terem sido identificadas 
mutações em percentagens elevadas nestas localizações com possível associação à 
susceptibilidade às artemisininas (Jambou et al, 2005; Dahlstrom et al, 2008). 
O produto do PCRdo gene pfatp6 foi purificado mediante o uso do método BigDye® 
XTerminatorTM Purification Kite enviado para sequenciação no laboratório STAB-
vida.Caparica, Portugal (info@stabvida.com) usando os primers descritos na Tabela 17. 
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Tabela 17 - Condições para amplificação por PCR do gene pfatp6 para pesquisa de 









1ª Amplificação:  
Fw - TGGTAATAAAACTCCCGCTGATGC 
Rev - CCGTTGTACATCCTAACGTCTCAACAC 
 
2ª Amplificação:  
Fw -GTTGAACAGAGTATGTTAACAGGAGAATCCTG 
H2O 
Tampão - 1× 
Mgcl2 - 2 mM 
Dntps - 0,2mM 
PF - 0,2μM 
PR - 0,2μM 
Taq - 0,3 U 
ADN - 1μl 
 
Volume 25 μl 
Programa PCR 
94ºC - 3 min 
94ºC - 30 min (45×) 
52ºC -30 secs (45×) 
72ºC - 30 secs (45×) 
72ºC - 3 min 
Região 2 
897 bp 
1ª Amplificação:  
Fw - GATGAAGCTGATCCATATAGT 
Rev - TTACGTGGTGGATCAATAA 
 
2ª Amplificação: 
Fw - AGTAGGAGTGGTGCTAAGAG 
Rev - ATAAGCAAAGCTAAGTGTTCT 
Região 3 
780 bp 
1ª Amplificação:  
Fw - AGCATGGCACAAGTTTTGA 
Rev - TAGCTACCTCCGTTCCATTAA 
 
2ª Amplificação: 
Fw - AAATAAATACCACATCAACACA  
Rev - CTGTCATAGCAACTGTTTCTC 
 
3.3.5 - Pesquisa de polimorfismos no gene pfK13 por sequenciação de produto de PCR 
Foi analisado o gene PF3D7_1343700, que codifica a proteína kelch K13, para pesquisa de 
polimorfismos. Os primers, as condições de PCR e o tamanho dos fragmentos encntram-
se descritos na tabela (Tabela 18). Foi amplificado um fragmento de situado entreo 
nucleótido 1357e o 1877 (entre os a.a. 452 e 626). Em algumas amostras foi usado um 
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Tabela 18 - Pesquisa de polimorfismos no gene pfK13: primers, condições de PCR e 
fragmentos. 










Tampão - 1× 
Mgcl2 - 2 mM 
Dntps - 0,2 mM 
PF - 0,2 μM 
Primer - 0,2 μM 
Taq - 0,6 U 
ADN – 1 μl 
Volume 25 μl 
94o -3 min (1×) 
94o- 1 min (10×) 
55o -30 secs (10×) 
72o- 1 min (10×) 
94o- 1 min (35×) 
55o - 30 secs (35×) 
72o- 1 min (10×) 








Tampão - 1× 
Mgcl2 - 2 mM 
Dntps - 0,2 mM 
PF - 0,2 μM 
Primer - 0,2 μM 
Taq - 0,3 U 
ADN – 1 μl 
Volume - 25 μl 
94o -3 min (1×) 
94o- 1 min (45×) 
55o - 30 secs (45×) 
72o- 1 min (45×) 
72o- 3 min (1×) 
 
3.3.5.1 - Sequenciação do ADN para a pesquisa de polim rfismos no gene pfK13 
Após purificação recorrendo ao kit EXOSAP-IT PCR CLEANUP®, seguindo as 
recomendações do fabricante, o produto foi enviado para sequenciação na STAB Vida, 
Investigação e Serviços em Ciências Biológicas, Lda (http://www.stabvida.com), usando o 
método de Sanger. As amostras com polimorfismos foram reamplificadas e resequenciadas 
para confirmação. 
O alinhamento de sequências foi realizado mediante  aplicação Multalin1(290) usando como 
referência a estirpe de P. falciparum 3D7. A sequência de nucleótidos foi comparada com a 
depositada na base de dados PlasmoDB (http://plasmodb.org/plasmo/) para pesquisa de 
                                                          
1 Disponível em: http://multalin.toulouse.inra.fr/ 
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SNPs, entre eles os associados a resistência à artemisinina: M476I, Y493H, R539T, I543T, 
C580Y(232).  
 
3.4 - Análise estatística dos dados 
O processamento e análise dos dados foi efetuado com auxílio do programa estatístico IBM 
SPSS Statistics (Statistical Package for Social Sciences) versão 19. As associações foram 
consideradas estatisticamente significativas para um valor de p ≤0.05 tendo em conta um 
intervalo de confiança de 95%. 
As variáveis quantitativas foram apresentadas sob forma de médias, desvios padrão (DP), 
mediana, amplitude interquartílica e valores mínimo e máximo. As variáveis qualitativas 
foram apresentadas sob a forma de tabelas de frequência ou gráficos. 
Para o cruzamento de 2 variáveis qualitativas (categóricas) foi usado o Teste do Qui-
quadrado ou em alternativa o Teste exato de Fisher para as situações em que as condições 
de aplicabilidade do teste do qui-quadrado não foram s tisfeitas. O Teste T para amostras 
emparelhadas foi usado para comparação de médias entre duas observações temporais (por 
exemplo entre os valores médios de hemoglobina e plquetas nos dias D0, D7 e D14). 
Para comparar variáveis quantitativas em 2 grupos independentes foi usado o teste T 
student para amostras independentes. Nas situações em que não foi observada a 
homogeneidade das variâncias ou na ausência de um comportamento distribucional 
gaussiano a comparação foi feita mediante o Teste não paramétrico de Mann-Whitney (U). 
A análise de variância one way ANOVA foi utilizada p ra comparação de médias entre 
mais de dois grupos. Nas situações em que não foi observada a homogeneidade das 
variâncias ou na ausência de um comportamento distribucional gaussiano a comparação foi 

























4.1 - Estudo da malária não complicada 
4.1.1 - Pacientes incluídos no estudo  
Como referido no Capítulo 3.1.2, o estudo clínico da MnC foi realizado em dois centros de 
saúde da Província do Maputo (Boane e 1º de Maio). Dos 420 pacientes positivos por PCR 
para P. falciparum, para a presente análise foram excluídos 8, devido à falta de dados 
completos na ficha de recolha de dados em D0 (Anexo 5). Assim, apenas foram 
considerados 412 pacientes com idade entre 2 e 63 anos, 211 dos quais do sexo masculino e 
201 do sexo femenino, que cumpriam os critérios estab lecidos em 3.1.2 
 
 
Figura 3 - Mapa da Província de Maputo ilustrando os centros de saúde nos quais foi 
realizado o estudo da malária não complicada e a perc ntagem de pacientes incluídos. 
 
Nos dois Centros de Saúde foram estudados 412 pacientes dos quais 274 foram tratados 




significativas entre as idades dos pacientes tratados com AL ou com ASAQ (p= 0.278 - 
Teste U de Mann- Whitney). 
 
Tabela 19 - Distribuição dos pacientes com malária não complicada por idade e por 
tratamento efetuado em cada um dos Centros de Saúde (Boane e 1º de Maio). 
Local 

























































A distribuição por grupo etário está representada na Figura 4. Verificou-se uma maior 
frequência de adultos em 1º de Maio (Tabela 19). Relativamente à idade observou-se uma 
diferença significativa na frequênciaentre os locais (p= 0.000 - Teste de Mann- Whitney). 
O período entre o início dos sintomas e a ida ao Centro de Saúde variou entre 1 a 7 dias 
(média=2.6; DP=1.3), no total de pacientes observados nos dois locais de estudo sendo que 











Figura 4 - Distribuição dos pacientes com malária não complicada por grupo etário 
em ambos Centros de Saúde (Boane e 1º de Maio). AL-arteméter-lumefantrina; ASAQ-
artesunato-amodiaquina; IQR-amplitude interquartis; Desvio padrão 
 
Apesar do diferente enquadramento geográfico nos dois locais de estudo não se registaram 
diferenças no intervalo entre início das queixas e a ida ao Centro de Saúde (p> 0.05). 
Também não se registou associação entre número de paci ntes que referiu história de 
malária no último ano nos diferentes grupos etários e nos dois Centros de Saúde (p> 0.05). 
 
4.1.2 - Características clínicas e laboratoriais dos pacientes incluídos no estudo 
A febre (temperatura axilar >37,5ºC) foi a principal manifestação de doença, tendo sido 
confirmada em 82.3% dos pacientes. Seguiram-se a cefaleia, a anorexia, as mioartralgias, 
os vómitos ea dor abdominal (Tabela 21). Comparando os dois Centros de Saúde, 
verificou-se uma maior frequência de cefaleia, anorexia, dor abdominal e mioartralgias nos 





















Tabela 20 - Principais manifestações clínicas à admissão (D0) dos pacientes com 









Febre 82.3 82.4 82.1 1.000 
Cefaleia 39.3 27.5 73.6 0.000 
Anorexia 27.7 18.0 55.7 0.000 
Mioartralgias 19.1 9.5 47.2 0.000 
Vómitos 17.7 15.7 23.6 0.076 
Dor abdominal 12.4 9.5 20.8 0.003 
Diarreia 12.1 11.8 13.2 0.730 
Desidratação 9.4 9.8) 8.5 0.847 
Esplenomegália 5.6 6.2 3.8 0.464 
Icterícia 3.6 3.6 3.8 1.000 
Hepatomegália 2.2 2.6 0.9 0.457 
 
 
Na Tabela 20 são apresentados os valores observados em D0 relativos aos principais 
resultados laboratoriais em Boane e 1º de Maio.  
O parâmetro mais prevalente foi a anemia com 74.8% (308/412), sendo que 20.8% destes 
pacientes apresentavam anemia muito grave (ver classific ção dos tipos de anemia, secção 
3.1.5. de Material e Métodos). Em Boane registaram-se 246 (40.7%) pacientes com anemia 
e em 1º de Maio 62 (58.5%). A anemia ligeira foi signif cativamente mais prevalente 
(p=0.026) no 1º de Maio, enquanto a anemia moderada foi mais prevalente (p=0.029) em 
Boane. Relativamente à anemia grave não se registaram diferenças significativas entre os 
Centros de Saúde. 
A trombocitopénia (ver classificação dos tipos de trombocitopénia, secção 3.1.5. de 
Material e Métodos) foi registada em 58.7% (242/412) do total de pacientes, não se tendo 
registado diferenças significativas entre os dois centros. A maioria dos pacientes (cerca de 




Tabela 21 - Principais parâmetros laboratoriais à admissão (D0) nos pacientes com 













Ausente 25.2 19.6  41.5 0.000 
Ligeira 13.8 12.7 16.9 0.026 
Moderada 45.4 51.3 28.3 0.029 
Grave 15.6 16.3 13.2 0.726 
Trombocitopénia 
Ausente 41.3 41.8 36.6 0.691 
Ligeira 37.9 37.9 37.7 0.249 
Moderada 11.2 11.1 11.3 1.000 
Grave 8.7 7.8 11.3 0.311 
Muito grave 0.9 1.3 0 0.575 
 
Em ambos os Centros de Saúde tanto a trombocitopénia moderada como grave 
apresentaram frequências aproximadas ente 7.8% e 11.3%. A forma mais grave, 
correspondente a contagem de plaquetas <25 x109/l não foi observada em 1º de Maio.  
No que respeita às densidades parasitárias, 1º de Maio foi o centro onde se registaram as 
densidades mais elevadas, sendo que 41,5% dos pacientes apresentavam ++++ (≥ 100.000 
parasitas/μl de sangue (ver secção 2.1.4) à admissão. Pelo contrári , em Boane a frequência 
deste grau de parasitémia apenas se registou em 28,8% dos pacientes e aqui a densidade 
mais prevalente foi de +++ (20.000 a 99.999 parasitas/μl de sangue (ver secção 2.1.4) com 
36,3% dos casos. 
Quando analisado o perfil clínico dos pacientes comMnC à admissão e tendo em conta o 
grupo etário, verifica-se que a frequência das manifestações varia com a idade, salientando-
se uma maior frequência da febre e anemia nas crianças <5 anos e da cefaleia, anorexia e 
mioartralgia no grupo ≥15 anos. Ao exame físico, a hepatomegália e esplenom gália só 
foram observadas nos pacientes menores de15 anos e  icterícia foi observada em menos de 




Figura 5 - Frequência das principais manifestações dos pacientes com malária não 
complicada no dia da admissão (D0), de acordo com o grupo etário. 
 
 
4.1.3 - Evolução clínica dos pacientes com malária não complicada incluídos no estudo 
A Tabela 22 ilustra o número de pacientes admitidos a  estudo (em D0) versus os que 
terminaram o seguimento (D14), dado que todos os doentes adimitidos em D0 regressaram 
para controlo em D7. Dos 412 pacientes que iniciaram o tratamento em D0, 384 (93.2%) 
compareceram ao controlo no D14. Em 1ºde Maio 18,9% (20/106) dos pacientes não 
compareceu para controlo em D14 comparativamente a Boane onde apenas faltaram 8 
(2,6%) pacientes (Tabela 22). 
Todos os doentes regressaram em D7 e D14 sem sintomas de malária e sem parasitémia 
excepto dois. Estes pacientes, com 3 e 10 anos de ida , provenientes de Boane e que 


























Tabela 22 - Pacientes com malária não complicada admitidos ao estudo em D0 versus 
os que terminaram o seguimento (D14). D0: dia do internamento; D7: controlo ao 7º dia, 
D14: controlo ao 14º dia. 
 
 Boane 1ºde Maio 












Sexo     
Masculino 50.0 50.7 54.7 58.1 
Feminino 50.0 49.3 45.3 41.9 
Grupo etário (anos)     
<5 49.7 50.3 13.2 14.0 
5-14 30.0 32.2 27.3 27.7 
≥15 16.3 17.5 59.5 59.3 
 
O exame microscópico da lâmina revelou persistência da parasitémia (posteriormente 
confirmada pela técnica de PCR). Estes pacientes foram tratados com quinino. Nas 
amostras dos pacientes com parasitémia em D7, foram efetuados marcadores de diversidade 
parasitária (Anexo 7) não se tendo observado diferent s genótipos de P. falciparum entre 
D0 e D7. 
Dado que os valores de hemoglobina e a contagem das plaquetas constituem os parâmetros 
hematológicos de grande relevância em malária(36, 68, 70), uma análise descritiva das médias 
da hemoglobina e plaquetas nas três avaliações (D0, D7 e D14),foi efetuada aos pacientes 
com MnC seguidos nos dois Centros de Saúde, como forma de ilustrar a tendência em 
resposta ao tratamento (Anexo 8, Figura 6). 
Os valores absolutos de hemoglobina e das plaquetas r gi tados em D0 variaram 
respetivamente entre 5.1 g/dl a 16.9 g/dl (média = 10.1 ± 2.3) e 12.000 a 550.000 x 109/l 
(média = 150.000 ± 91.5). Na Figura 7 encontra-se representada a evolução destes 




anos e ≥15 anos) segundo o tratamento (AL ou ASAQ) e local do estudo (Boane ou 1º de 
Maio). Os valores de hemoglobina e plaquetas durante o seguimento dos pacientes em D0, 
D7 e D14 mostrou uma tendência similar nos três grupos etários tanto em Boane onde foram 
efetuados os dois tipos de tratamento, como em 1º de Maio, onde apenas foi efectuado 




Figura 6 - Evolução dos valores médios de hemoglobina e plaquetas nas três 
avaliações efetuadas aos pacientes com MnC seguidos em Boane e 1º de Maio. D0, dia 
do internamento; D7, controloao 7º dia e D14, controlo ao 14º dia. Para as observações de 





Em Boane não foi observada diferença significativa dos valores de hemoglobina entre D0 e 
D7 excepto nas crianças com 15 ou mais anos tratadas com ASAQ (p <0.005) (Figura 7 B). 
Ainda em Boane, entre D7 e D14 registou-se uma tendência de subida dos valores de 
hemoglobina sendo esta, apenas significativa nos doentes tratados com AL (p <0.005) 
(Figura 6 A) e nos menores de 5 anos tratados com ASAQ (p <0.005) (Figura 6, B).  
Em 1º de Maio registou-se uma tendência de descida dos valores de hemoglobina entre D0 
e D14 para todos os grupos etários, excepto nos doentes com≥15 anos entre D7 e D14 onde se 
registou uma tendência (não significativa) para a recuperação dos valores de hemoglobina 
(Figura 6, C).  
Relativamente à média da contagem de plaquetas, a tendência na recuperação foi idêntica 
em todos os grupos etários, tratamento e local de admissão dos pacientes (p <0.005) (Figura 
6 D, E e F), tendo sido registada uma subida significativa entre D0 e D7 (atingindo valores 
fisiológicos) seguida de estabilização dos valores entre D7 e D14 (p <0.005) (Figura 6 D, E e 
F). 
De seguida, nos pacientes com MnC seguidos em Boane, foi efetuada uma análise 
descritiva das médias da hemoglobina e plaquetas nas três avaliações (D0, D7 e D14) e nos 
três grupos etários (<5 anos, 5-14 anos e ≥15 anos) como forma de ilustrar a tendência em 
resposta a cada um dos dois tratamentos ACT usados, AL e ASAQ. Esta análise foi 
efetuada separadamente nos diferentes grupos (Anexo 8, Figura 7). 
A evolução dos valores de hemoglobina e plaquetas seguiu uma tendência idêntica para 
ambos os tratamentos (AL ou ASAQ) nos três grupos etários (<5 anos, 5-14 anos e ≥15 
anos) (Figura 7). No grupo <5 anos verificou-se uma descida não significativa dos valores 
de hemoglobina, entre D0-D7 e uma subida significativa entre D7- 14 (p = 0.000) tanto 
nospacientes tratados com AL, como nos tratados com ASAQ (p = 0.012). No grupo entre 
5-14 anos verificou-se uma descida não significativa da hemoglobina entre D0- 7 em 
ambos os tratamentos e uma subida entre D7-D14 que foi significativa (p = 0.000) para o 
grupo de pacientes tratados com AL. No grupo etário ≥15 anos, verificou-se uma descida 



















Figura 7 - Evolução dos valores de hemoglobina e plaquetas nas três avaliações 
efetuadas aos pacientes com MnC seguidos em Boane. D0, dia do internamento; D7, 
controlo ao 7º dia e D14, controlo ao 14º dia. Para as observações de cada caso representa-se 





4.2 - Estudo da malária grave  
O estudo dos pacientes com malária grave (MG) foi realizado no Serviço de Urgências do 
Departamento de Pediatria do Hospital Central do Maputo durante os meses de Fevereiro e 
Março de 2012. Com base nos critérios estabelecidos pela OMS para a definição de MG 
(secção 1. 5.2), foram incluídos neste estudo 129 pacientes com idades entre os 8 meses e 
os 14 anos, provenientes diretamente do domicílio ou referidos de outras unidades 
sanitárias da cidade ou província de Maputo.  
 
4.2.1 - Características dos pacientes incluídos no estudo 
As características dos pacientes com MG incluídas no estudo encontram-se resumidas na 
Tabela 23. 
Tabela 23 - Características dos pacientes com malária grave incluídos no estudo da 
malária grave. 
  n=129 
%  
Idade (anos) 
<5 60.5  
≥ 5 39.5  
Média (DP) 4,5 (3.1) 
Sexo Masculino 63.6  
 
Feminino 36.4  
Proveniência 
Domicílio 55.0  
 da cidade 36.4  
 da província 36.4  
Inicio dos sintomas 
≤ 3 dias 79.1  
>3 dias 20.9  
Média (DP) 3 dias (1.8) 
Tratamento prévio 
Nenhum 16.3  
Antipiréticos 58.9  
Tratamento tradicional 21.7  






Oitenta e duas crianças eram do sexo masculino e 47 do sexo feminino, com a seguinte 
distribuição etária: 78 menores de cinco anos e 51 entre 5 e 14 anos. Do total, 55.4% 
provinham de casa e as restantes vinham referidas de outras unidades sanitárias da cidade e 
província de Maputo. O período entre o início das mnifestações e a procura de cuidados de 
saúde variou entre 1 a 9 dias (média = 3 ± 1.8), sendo que 102 dos 129 pacientesforam 
observados por um profissional de saúde dentro dos primeiros 3 dias após o início dos 
sintomas. Cerca de 22% dos pacientes apresentaram história de tratamento tradicional 
prévio, com substâncias de natureza não especificada. Nenhum paciente tinha história de 
tratamento anti-malárico convencional. 
 
4.2.2 - Frequência das manifestações definidoras de malária grave nos pacientes em 
cada um dos grupos etários. 
Na Tabela 25 é apresentada a frequência das manifest çõ  definidoras de MG nos 
pacientes admitidos, em cada um dos grupos etários em D0. As principais manifestações 
foram a prostração (94.6%) e a dificuldade na alimentação (90.7%), seguidas de alteração 
do estado de consciência (Glasgow2<15) em 55.8% e anemia grave em 38.8%. Vinte e 
quatro por cento dos pacientes apresentaram sinais de coma não despertável (Glasgow<11), 
compatível com o diagnóstico de malária cerebral (MC). Cerca de metade dos pacientes 
com convulsões múltiplas (53%) apresentaram Glasgow inferior a 11 nas 1as 24horas 
(p=0.000). 
A desidratação foi uma manifestação frequente observada em 41.0% (53/129) das crianças. 
Embora com uma frequência inferior a 20%, a dispneia, hepatomegalia, esplenomegália e 
icterícia foram também identificadas nestes pacientes. O sangramento massivo espontâneo 
como complicação da malária foi observado em um paciente. Nao foram recolhidos 
registos sobre a avaliação do estado ácido-base. 
                                                          
2A escala de Glasgow, é uma escala neurológica que permite medir/avaliar o nível de consciência de um 
indivíduo. Avalia vários parâmetros aos quais se atribuem pontuações que variam entre 3 e 15, sendo que 





Quando analisadas por grupo etário, as manifestações clínicas e laboratoriais definidoras de 
MG identificadas (Tabela 24), com exceção da alteração da consciência, não apresentaram 
uma associação estatisticamente significativa com os grupos etários analisados (p=0.007). 
 
Tabela 24 - Manifestações definidoras de MG apresentadas pelas crianças admitidas 













Prostração 94.6 97.4 80.4 0.112 
Dificuldade na alimentação 90.7 89.7 92.1 0.763 
Alteração da consciência (Glasgow<15/15) 55.8 36.5 70.6 0.007 
Anemia (Hgb<5 gr/dl) 38.8 41.0 35.3 0.581 
Malária cerebral (MC) (Glasgow<11 23.2 21.8 27.5 0.529 
Convulsões múltiplas (≥2/24 horas)  23.2 29.5 13.8 0.054 
Dificuldade respiratória 19.4 24.4 11.7 0.11 
Icterícia 10.0 9.0 11.7 0.766 
Hipoglicémia (<2.2 mmol/l) 6.2 7.7 3.9 0.478 
Sangramento massivo espontâneo 0.7 100 0.0 1.000 
Hemoglobinúria  0.0 0.0 0.0 n.a 
Insuficiência renal 0.0 0.o 0.0 n.a 
Colapso ou choquecirculatório  0.0 0.0 0.0 n.a 
Edema pulmonar (radiológico) 0.0 0.0 0.0 n.a 
 
4.2.3 - Principais manifestaçõesque levaram à procura de cuidados de saúde dos 
pacientes com malária grave. 
As principais causas de procura de cuidados de saúde das crianças admitidas ao estudo 
foram a febre que foi referida por 100% dos pacientes, tendo posteriormente sido 
confirmada em 89.1% dos casos, seguindo-se a prostração em 94.6% e a dificuldade na 
alimentação em 90.7%. Mais de metade dos pacientes 56.6% queixaram-se de pelo menos 
um episódio convulsivo. Os vómitos, a diarreia e a dor abdominal foram referidos 
respetivamente por 60.5%, 43.4% e 20.9% dos pacientes. A tosse foi referida em 20.2% 





























Figura 8 - Principais causas da procura de cuidados de saúde nos pacientes com 
malária grave admitidos ao estudo. 
 
4.2.4 - Estudo dos achados laboratoriais nos pacient s com malária grave durante o 
internamento. 
4.2.4.1 - Achados hematológicos e bioquímicos em D0 e em D3 nos pacientes com 
malária grave 
A frequência dos achados laboratoriais na malária grave (MG) é apresentada na Tabela 25. 
À admissão (D0), a maior parte dos pacientes apresentou-se com parasitémias entre 2 e 3 
cruzes (respectivamente entre 5.000-19.999 e 20.000-99.999 parasitas/µl de sangue) e cerca 
de 22% tinha mais de 4 cruzes (≥ 100.000 parasitas/µl de sangue). Dos 129 incluidos, 10 
pacientes (8%), tinham 1 cruz (1-4.999 parasitas/µlde sangue), um dos quais resultou em 






Tabela 25 - Frequência dos achados laboratoriais em D0 e em D3 nos pacientes com 





























































Hiperbilirrubinémia não conjugada 
Aumento da AST 
Aumento da ALT 
Aumento da ureia 


























A maior parte dos pacientes (92.2%) apresentou anemi , sendo a anemia muito grave 
(Hgb<5g/dl; secção 3.1.5) o tipo mais prevalente, registado em cerca de 40% dos pacientes. 
A trombocitopénia foi observada em 83.8% dos pacientes. Destes, cinco pacientes (3.9%) 
apresentaram trombocitopénia muito grave (secção 3.1.5). Um único paciente desenvolveu 
um quadro de sangramento expontâneo agudo e resultou em óbito nas primeiras 24 horas. 
Neste paciente o valor de plaquetas registado foi de 82.000 x 109/l. O aumento do volume 
plaquetário médio foi observado em 78.3% dos pacientes. Relativamente à função hepática 
registou-se uma hiperbilirrubinemia predominantemente ão conjugada em 85.7% dos 




13.2% (17/129) e 8.5% (11/129) dos casos, sendo que em nenhum caso o valor máximo foi 
superior ao triplo do valor normal de referência. O aumento dos níveis de ureia plasmática 
foi observado em 25.6% dos pacientes, com um valor máximo de 12 mmol/l. Em relação à 
creatinina, não foram registados valores acima do intervalo normal. A hematúria e a 
proteinúria apresentaram frequências abaixo de 10%. 
 
4.2.4.2 - Evolução do grau de parasitémia nos pacient s com malária grave durante o 
internamento 
Durante o período de internamento foi efetuada uma av liação das parasitémias aos 
pacientes nos quais foi possível obter resultados para uma análise sequenciada. Em 47 
pacientes foi possível recolher informação referent a D0, D1, D2, D3 e D7, cujos resultados 
são apresentados na Figura 9A. Analisando apenas os dias D0 D3 e D7 foi possível recolher 
dados referentes a 114 pacientes (Figura 9B). Em D3, 5 pacientes ainda apresentavam 





Figura 9 - Evolução da parasitémia dos pacientes com malária grave durante o 
período de internamento (A- resultados dos pacientes avaliados em D0, D1, D2, D3 e D7; 
B- resultados dos pacientes avaliados em D0, D3 e D7). 
 
4.2.4.3 - Avaliação dos parâmetros hematológicos em diferentes graus de parasitémia 
De acordo com alguns autores(291), algumas alterações hematológicas características da 
infeção pelo Plasmodium são influenciadas pela densidade parasitária. Assim, fo  efetuada 
uma comparação entre os diferentes níveis de parasitémia apresentados pelos pacientes com 
malária grave em D0 e os respetivos parâmetros hematológicos estudados. Os valores na 
Tabela 26 representam a mediana das avaliações para cada parâmetro. Nos pacientes deste 
estudo com MG não foram encontradas alterações signifivativas entre as diferentes 






































Tabela 26 - Parâmetros hematológicos em diferentes níveis de parasitémia 
 
 Parasitémia 
 + ++ +++ ++++ 
Hgb (g/dl) 6,2500 5,2000 7,8000 6,0000 
HCT (%) 18,250 16,800 25,100 18,900 
MCV (fl) 77,7500 78,7000 78,3000 77,0000 
MCH (pg) 24,9500 24,7000 25,2000 25,6000 
MCHC (g/dl) 32,6500 32,1000 32,0000 32,7000 
RDWcv (%) 16,3000 16,4000 16,2000 16,3000 
Plaquetas (x109/l) 71,00 83,00 56,00 68,00 
MPV (fl) 10,1000 9,8000 9,4000 9,6000 
PDW 13,3500 13,1000 12,8000 13,5000 
Leucócitos totais (x109/l) 7,4500 8,7000 8,2000 9,7000 
Neutrófilos (x109/l) 3,8000 4,4000 4,0000 5,5000 
Linfócitos (x109/l) 3,2000 2,3000 2,3000 2,3000 
Mix (x109/l) 1,1500 0,8000 0, 6000 0,8000 
 
4.2.5 - Evolução do estado de consciência dos pacientes com malária grave  
A avaliação do nível de consciência dos pacientes internados com malária grave está 
representada na Figura 10. Verifica-se que com exceção de um paciente, dos 124 pacientes 
que recuperaram da malária, todos os restantes apreentavam-se ao 5º dia um nível de 





                   
Figura 10 - Evolução do estado de consciência dos pacientes com malária grave 
determinado pela escala de Glasgow (Glasgow score). 
 
4.2.6 - Estudo dos pacientes com malária cerebral 
No grupo de pacientes internados com MG, 30 (23.3%) tiveram o diagnóstico de malária 
cerebral (MC), 70% dos quais foram do sexo masculino. Do total, 56.7% tinham menos de 
5 anos e 43.3% entre 5 e 14 anos. Neste grupo dos doentes com MC foram registados 5 
óbitos, tendo todos ocorrido em crianças menores de 5 anos e nas primeiras 24 horas após o 
internamento. A Tabela 27 apresenta a frequência dos achados laboratoriais à admissão nos 


































Tabela 27 - Frequência dos achados laboratoriais à admissão e 3 dias após 
internamento em pacientes com malária cerebral. *Sem avaliação em D3; AST: 






























































Hiperbilirrubinémia não conjugada 
Aumento da AST 
Aumento da ALT 
Aumento da ureia 





























4.2.7 - Estudo do polimorfismo na posição 371 do gene RNAse3 potencialmente 
associado à gravidade da doença. 
A malária cerebral é o resultado mais grave da infeção por P. falciparum e uma das 
principais causas de morte em crianças com menos de cinco anos de idade. O presente 
estudo teve como objetivo estudar a possível associação entre o polimorfismo G371C e a 
ocorrência de MG e/ou CM num grupo de crianças de Maputo (Anexo 9). Foi incluído um 
grupo controlo de 46 pacientes com malária não complicada (MnC). Na Tabela 28 
encontram-se descritas as características gerais dos pacientes incluídos no estudo do 
polimorfismo do gene RNAse3.  
 
Tabela 28 - Características gerais dos pacientes incluídos no estudo do polimorfismo 
do gene RNAse3. MC: malária cerebral; MG: outros critérios de malári  grave; MnC: 
malária não complicada; Hgb: hemoglobina; *número e percentagem de pacientes com 









































                                         Genótipo RNAse3 (%) 
CC 36.7% 40.4% 47.8% 
CG 40.0% 49.5% 34.8% 






Os pacientes com MnC, MG e MC, incluídos nesta parte do estudo constituem parte da 
amostra de pacientes incluídosnas secções 3.1.2. e 3 2.2 do nosso trabalho. As 
características dos grupos MC, MG, MnC, os valores de core Glasgow e a ocorrência do 
polimorfismo G371C, foram comparadas pelo teste de Mann Whitney. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significativos se p <0.05. No total 129 pacientes foram 
classificados como portadores de malária grave ou cerebral (MG ou MC) no momento da 
admissão (D0) e tipados com sucesso para a posição 371 do gene RNAse3. Os pacientes 
com MG e/ou MC tinham idade compreendida entre 0.75-14 anos (média de 4.5 ± 3.1) e o 
grupo de pacientes com MnC entre 2-12 anos (média de 4.9 ± 2.6). Entre os pacientes com 
malária grave (MG), 30 apresentavam critérios de malária cerebral (MC) (score Glasgow 
<11), os restantes 99 tinham outros critérios de malária grave (OMS, 2010) (secção 1.4.2). 
A idade dos pacientes para cada um dos 3 grupos (MG, MC e MnC) variou entre 0.75 e 14 
anos, sendo que as médias foram idênticas (ANOVA, p=0.395) nos 3 grupos (Tabela 28). 
Como esperado, o genótipo GG foi relativamente mais prevalente nos pacientes com MC 
do que nos pacientes com MG (p=0.049) ou com MnC (p= 0.376) embora não tenha 
atingido significância estatística. 
Assim, mesmo os pacientes que apresentavam MG e/ou MC e com genótipo homozigótico 
GG (n=17), apresentaram um score Glasgow mais baixo que os portadores do genótipo CC 
(n=51) (Figura 11), embora esta relação não tenha alcançado significância no teste de 
Mann-Whitney (p = 0.195). 
Do total de 129 pacientes diagnosticados com MG e/ou MC no momento da admissão (D0), 
51 (39.5%) apresentavam anemia grave (AG), com uma media de 4.3±0.9 g/dl de 
hemoglobina. O genótipo GG foi menos prevalente nos pacientes com AS do que nos 



































Figura 11 - Associação do polimorfismo 371G>C com onível de consciência (score 
Glasgow) nos pacientes com malária grave e malária cerebral. As linhas horizontais 






4.3 - Estudo de polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à 
resposta aos ACTs em Maputo. 
4.3.1 - Frequência de polimorfismos no gene pfmdr1. 
O estudo da frequência dos polimorfismos genéticos no gene pfmdr1 (N86Y, Y184F e 
D1246Y) associados à resposta aos ACTs foi realizado mediante análise do ADN isolado a 
partir das amostras de sangue recolhidas de pacientes participantes nos estudos referidos 
nas secções 3.1.2 e 3.2.2. As amostras de ADN incluídas foram extraídas de sangue colhido 
antes do tratamento antimalárico, pelo que não se considerou relevante analisar em 
separado as amostras provenientes de pacientes tratados com AL e com ASAQ. O número 
de amostras, bem como a frequência relativa de cada polimorfismo encontram-se 
discriminados por grupo de pacientes no Anexo 10. As amostras foram analisadas 
separadamente por local de proveniência (Boane ou 1º de Maio); por gravidade da doença 
(MnC ou MG) e finalmente em conjunto. 
No que respeita ao grupo de pacientes com MnC (secção 3.1.2), a frequência dos 
polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y foi idêntica nas amostras provenientes de Boane e 












Figura 12 - Representação gráfica da frequência dos polimorfismos no gene pfmdr1 
em doentes com malária não complicada, analisada separadamente em amostras 








No que respeita ao grupo de pacientes com MG (secção 3.2.2), foram analisadas 139 
amostras de ADN, nas quais só foram pesquisados os polimorfismos nos codãos 86 e 1246 
(Figura 13). Em relação ao codão 1246 não foi detectado o alelo 1246Y simples ou em 
infeção mista com 1246D, provavelmente devido ao facto da sua frequência ser baixa 
(como observado na Figura 13) e apenas terem sido analis das 30 amostras para o mesmo.  
 
 
Figura 13 - Representação gráfica da frequência dos polimorfismos no gene 
pfmdr1analisada separadamente em amostras provenientes deoentes com malária 




Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa (teste de X2; p<0.05 para 
α=0.05) na frequência dos polimorfismos N86Y e D1246Y entre o grupo de pacientes com 
MnC e o grupo com MG (Anexo 8). 
No geral a frequência dos polimorfismos no gene pfmdr1 em Maputo encontra-se resumida 
na Figura 14. A identificação dos polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y foi realizada por 
PCR-RFLP. Devido a problemas experimentais e técnicos, nem sempre se obtiveram 
resultados para todas as amostras. Assim, do total de mostras analisadas o sucesso de 
amplificação e análise foi respectivamente de 96.5%, 72.4 e 76.5 para os codões 86, 184 e 
1246. Neste estudo o polimorfismo N86 (selvagem) do gene pfmdr1 encontrado em 72.1% 
das amostras foi o mais prevalente. Contrariamente, o alelo mutante 86Y foi encontrado em 
proporção mais baixa quer isoladamente (14.5%) ou em infeção mista com o N86 (13,5%). 
Em relação ao polimorfismo Y184F, nas 348 amostrasanalisadas para este codão apenas foi 
identificada infeção mista em uma amostra, sendo a proporção de amostras com alelo 
mutante, cerca de 1/3 das amostras com alelo selvagem (77%). Das 367 amostras 
analisadas para o codão 1246, 3 eram infeções mistas (0.8%), 8 apresentavam a forma 
mutante 1246Y e as restantes 268 (97.8%) possuíam o lelo selvagem 1246D. Assim, em 
Maputo, em amostras de P. falciparum isoladas após a introdução dos ACTs como primeira 
linha de tratamento no País, observamos uma elevada frequência dos alelos selvagens N86 



















Figura 14 -Representação gráfica da frequência dos polimorfismosN86Y, Y184F e 
D1246Y no gene pfmdr1em Maputo.*infeções mistas. 
 
Dado que a presença do haplótipo N86-184F-D1246 tem vindo a ser associada à resposta 
aos ACTs, de seguida analisamos a frequência dos diferentes haplótipos no gene pfmdr1. A 
frequência dos haplótipos foi analisada com base em grupos de dois (86/184, 86/1246, 
184/1246) e de três codões (86/184/1246). Os resultados desta análise estão representados 





Tabela 29 - Frequência de haplótipos de pfmdr1 nos codões N86Y, Y184F e D1246Y 

































Na análise com base em dois codões verifica-se que os haplótipos contendo os alelos 
selvagens N86-Y184 (70.2%), N86-D1246 (82.2%) e Y184-D1246 (74.2%) apresentam 
uma frequência muito superior destacando-se das restant  combinações (Tabela 29). 
Embora em menor percentagem, todas as combinações estão representadas, excepto o 
haplótipo com ambos os alelos mutantes 184F-1246Y. 
 
Na análise dos haplótipos com base em 3 codões manteve-se a tendência para uma maior 
frequência da combinação do haplótipo contendo os alelos selvagens N86-Y184-D1246 




elevada capacidade de suportar altas concentrações de lumefantrina por parte do P. 
falciparum o haplótipo N86-184F-D1246 (Tabela 29). 
 
4.3.2 - Estudo comparativo da frequência dos polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y 
no gene pfmdr1 em Maputo antes e depois da introdução dos ACTs 
O alelo mutante 86Y (associado à resistência à cloroquina) apresentou uma baixa 
frequência e o alelo mutante184F uma elevada frequência (¼ dos isolados) (Tabela 30). 
Estes resultados estão de acordo com o que vem sendo r ferido por outros autores 
recentemente (170, 198, 199, 292-299), indicando que a introdução dos ACTs pode estar a alterar as 
frequências destes polimorfismos. Assim, foi efectuado um estudo comparativo da 
frequência dos polimorfismos antes e depois da introdução dos ACTs em Moçambique. 
Para isso recorremos ao banco de amostras do Laboratóri  de Malária do IHMT, de onde 
selecionamos um grupo de amostras de ADN de um estudo realizado anteriormente em 
Maputo, cujos resultados se encontram publicados (282). 
Para o estudo comparativo da frequência dos polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y no 
gene pfmdr1em Maputo antes e depois da introdução dos ACTs foram incluídas no total 
133 amostras colhidas colhidas entre 2003 e 2005 e 480 amostras colhidas entre 2010 e 
2012 provenientes de pacientes com malária por P. falciparum. As amostras 
correspondentes ao período 2003-2005 encontravam-se genotipadas para os codões 86 e 
1246. O codão 184 foi genotipado durante o presente trabalho. A frequência de SNPs 
individuais nos codões 86, 184 e 1246 em 2003-2005 e 2010-2012, incluindo as infeções 
mistas, é apresentada na Figura 15. Em 2010-2012 as infeções mistas foram menos 
frequentes, tendo-se registado uma diminuição de 58% em infeções mistas para o codão 86 













































Figura 15 - Frequência dos polimorfismos nos codões 86, 184 e 1246 do gene pfmdr1 
antes e depois da introdução dos ACTs em Moçambique. * infeções mistas. 
 
Verifica-se que o alelo do tipo selvagem N86 recuperou m frequência de 19.5% em 2003-
2005 para 72.1% em 2010-2012. Embora menos acentuadamente o alelo selvagem D1246 
também sofreu aumento em frequência (22,6%) em 2010- 2 em relação ao período antes 
da introdução dos ACTs (2003-2005). Na posição 184 o alelo selvagem sofreu um ligeiro 
decréscimo na frequência de 78.6% para 77.0% após a introdução dos ACTs (Figura 15). 
Para examinar a significância da variação temporal das frequências dos SNPs nos codões 
86, 184 e 1246, as infeções mistas foram analisadas em conjunto com o polimorfismo não 
associado com a tolerância aos ACTs, ou seja, o alel  86Y foi analisado em conjunto com 
as infeções mistas NY, o alelo Y184 com as infeções YF e o alelo 1246Y com as infeções 
DY (Figura 16). Assim, verificamos que os alelos do tip  selvagem N86 e D1246 sofreram 
um aumento significativo em frequência após a introdução dos ATCs em Maputo de 19.5% 
para 72.1% (p<0,000) e de 74.4% para 97.0% (p<0,000) respectivamente. Quanto ao 

























tenha subido ligeiramente após a introdução dos ACTs (de 19.5% para 22.7%) esse 








Figura 16 - Variação temporal das frequências dos alelos associados com a tolerância 
aos ACTs nos codões 86, 184 e 1246 do gene pfmdr1. 
 
Neste estudo foi também analisada a variação temporal da frequência dos diferentes 
haplótipos com base em grupos de dois (86/184, 86/124 , 184/1246) e de três codões 
(86/184/1246). As infeções mistas foram excluídas da análise de haplótipos. Os resultados 
desta análise estão apresentados na Tabela 30. 
Na análise com base em dois codões verifica-se que os haplótipos contendo os alelos 
selvagens N86-Y184 59.4%, N86-D1246 82.2% e Y184-D1246 74.2% apresentam uma 
proporção muito superior, destacando-se das restant combinações (Tabela 30). Embora 
em menor percentagem, todas as combinações estão representadas excepto o haplótipo com 
ambos os alelos mutantes 184F-1246Y. 
Na análise dos haplótipos com base em 3 codões manteve-se a tendência para a maior 
frequência da combinação do haplótipo contendo os alelos selvagens N86-Y184-D1246 




capacidade de suportar altas concentrações de lumefantrina por parte do P. falciparum – o 
haplótipo N86-184F-D1246 (24.8%) (Tabela 30). 
 
Tabela 30 - Frequência dos haplótipos de pfmdr1 para os codões N86Y, Y184F e 
D1246Y em Maputo, antes e depois da introdução de ACTs. Os números entre 









NF 10.2 24.3 
YF 8.2 0.3 
NY 12.2 59.4 
YY 69.4 16.0 
86/1246 
(77;286) 
ND 27.3 84.4 
NY 1.3 0.3 
YD 64.9 13.6 
YY 6.5 1.7 
184/1246 
(53;330) 
FY 0.0 0.0 
FD 20.8 23.3 
YY 7.5 2.4 
YD 71.7 74.3 
86/184/1246 
(45;282) 
NFD 11.1 24.8 
NFY 0.0 0.0 
NYY 2.2 0.4 
NYD 11.1 59.2 
YYY 4.4 1.8 
YFD 8.9 0.4 
YFY 0.0 0.0 





























4.3.3 - Determinação do número de cópias do gene pfmdr1 
A estimativa do número de cópias do gene pfmdr1 foi efetuada após a optimização das 
reações e validação do método PCR em Tempo Real usando SYBR Green I (descrito na 
secção 3.3.4 de Material e Métodos). Foram selecionadas aleatoriamente 99 amostras, nas 
quais foi estimado o número de cópias do pfmdr1. A linha descontínua do gráfico permite 
separar visualmente, os isolados em que foi detectada mais de uma cópia do gene (nº de 
cópias ≥2 indica mais de uma cópia). Nos clones 3D7 e Dd2 foi encontrado o número de 
cópias do gene esperado: 3D7 1 cópia e Dd2 4 cópias(300). Nas amostras de ADN 
provenientes das 99 amostras selecionadas, apenas 3 apresentam um número de cópias de 
pfmdr1 acima de 2, sendo que o máximo número de cópias encontrado foi de 2,48 cópias. 
Pelo que consideramos que no geral não foram obtidos isolados com alteração do núumero 













Figura 17 - Número de cópias do gene pfmdr1 estimado por RT-PCR usando SYBR 
Green I. Clones de P. falciparum: círculos a cheio; Dd2 e quadrados a cheio: 3D7; círculos 




4.3.4 - Determinação da frequência dos polimorfismos no gene pfatp6 nas amostras 
colhidas nos pacientes com malária não complicada em Maputo. 
A pesquisa de mutações no gene pfatp6 (ID:PF3D7_0106300; PlasmoDB, 
http://plasmodb.org), proposto como o principal alvo dos derivados da artemisinina foi 
efetuada por PCR e sequenciação. Foram amplificadas por PCR e sequenciadas, 3 regiões 
do pfatp6 que aqui designamos: fragmento 1, fragmento 2 e fragmento 3 (Anexo 11). A 
escolha destas regiões foi feita com base em estudos anteriores nos quias foram 
identificadas mutações com possível associação à suscetibilidade aos derivados da 
artemisinina: fragmento 1 incluindo o a.a. 263, fragmento 2 a.a. 623 e fragmento 3 a.a. 769 
(220, 226). Nas amostras sequenciadas, não foram encontradas as mutações nos a.a. 263, 623 
nem 769. No entanto no fragmento 2 na posição 569 foi detetada a alteração do a.a. 
asparagina (N, AAT) para lisina (K, AAA), já anteriormente descrita em África 
nomeadamente em Zanzibar (com frequência de 36%) e na Tanzânia (com frequência de 
29%)(226). No nosso trabalho, em Maputo o polimorfismo N569K foi detectado em 6 das 15 
amostras sequenciadas (correspondendo a uma frequência de 40%). No fragmento 3, a 
mutação sinónima para o a.a.isoleucina na posição 898 (ATT -> ATA) foi detetada em 6 
(6/9; frequência 66.6%). Ambas as mutações N569K e I898I tinham já sido identificadas no 
Sudeste-Asiático, África e América do Sul (87, 226, 301). Quatro das amostras possuíam a 
mutação em ambas posições 569 e 898 em simultâneo (A xo 11). Em Dezembro de 2013 
foi publicado o trabalho de Ariey e colaboradores (232) no qual se descreve identificação de 
3 mutações pontuais no gene pfK13 de P. falciparum (ID: PF3D7_1343700; 
PlasmoDBhttp://plasmodb.org), as quais fazem (desde 2014) parte da definição de 
resistência e de suspeita de resistência propostas pel  OMS. Neste trabalho, os autores 
puderam verificar que o gene pfatp6 (quer nos clones selecionados por pressão de fármaco 
quer nos isolados de pacientes que demonstraram falênci  terapêutica) não possuía as 
mutações que anteriormente haviam sido propostas como potencialmente associadas à 
resposta à artemisinina. Dado que nas 15 amostras anali adas não foi detetada nenhuma das 
mutações de pfatp6 anteriormente descritas como associadas com a resposta de P. 




identificação do novo marcador molecular de resistência à artemisinina o gene pfK13 
decidimos não prosseguir a análise das restantes amostr s no que respeita aos 
polimorfismos no gene pfatp6. 
4.3.5 - Determinação da frequência de polimorfismos no gene pfK13 
A partir de 2014, a presença de mutações no gene pfK13, nomeadamente Y493H, R539T, 
C580Y passa a fazer parte da definição de resistência e de suspeita de resistência propostas 
pela OMS. Assim, foi estudada a presença de polimorfismos associados à resistência aos 
ACTs no gene que codifica a proteína kelch K13 em P. falciparum, antes e depois da 
introdução desta classe terapêutica, em Moçambique. Para isto, foram selecionadas 50 
amostras correspondentes ao período posterior à intodução dos ACTs (2010-2012) a partir 
dos doentes com malária não complicada referidos na secção 2.1. Um segundo grupo de 50 
amostras correspondendo ao período anterior à introdução dos ACTs (2003-2005) foi 
aleatoriamente selecionado a partir dos doentes com malária não complicada referidos na 
secção 3.1. No âmbito do trabalho realizado foi analisado o gene pfK13, que codifica a 
proteína kelch K13, para pesquisa de polimorfismos. A distribuição espacial e temporal 
encontra-se resumida na Figura 18. 
A identificação de polimorfismos foi efetuada pela comparação da sequência 
nucleotídicade pfK13 de cada amostra com a sequência do gene da estirpe de referência 
3D7. Nas nossas amostras não foram observados os polimorfismos C580Y, R539T, Y493H 





















Figura 18 - Distribuição das amostras e polimorfismos estudados por localidade e em 
cada período. 
Não foram identificados polimorfismos nas amostras isoladas antes da introdução dos 
ACTs em Moçambique. No entanto foi identificado em duas amostras provenientes de 
Boane isoladas após a introdução dos ACTs, um polimorfismo não descrito anteriormente 
no aminoácido 494 (nucleótico 1480) (Figura 18). O polimorfismo é não sinónimo e resulta 
da substituição de uma guanina (g) por uma adenina (a), resultando na alteração do 
aminoácido valina (V) para uma isoleucina (I).   
As sequências dos fragmentos contendo polimorfismos encontram-se depositadas no 
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 






3.3.6 - Avaliação de polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à resposta 
aos ACTs nos pacientes que não responderam à terapêutica no D7 
Quando analisados, os dois pacientes que apresentavam exame parasitológico positivo e 
sintomas em D7 após tratamento com ASAQ (referidos na secção 3.1.3), apresentaram 
respectivamente genótipo misto (N/Y) e mutante (Y) para a posição 86 do pfmdr1 e 
selvagem para as posições 184 (Y) e 1246 (D). Quanto o número de cópias do gene 
pfmdr1, os mesmos apresentaram 1 cópia. A análise do gene pfK13 revelou um alelo 
selvagem (idêntico ao clone 3D7). 
 
Tabela 31 - Genotipos apresentados pelos dois pacientes de Boane que revelaram 
sintomas e parasitémia positiva em D7. 
Pacientes Genotipo pfmdr1 Node 
cópias 
pfK13 
86 184 1246 
1º N/Y Y D 1 
1 
alelo selvagem 



























Em Moçambique a malária é endémica em todo o país e na maioria das regiões, a sua 
transmissão ocorre ao longo de todo o ano, atingindo o ponto mais alto durante a época 
chuvosa. As atividades de controlo da malária no país remontam da década de 50. Em 1982 
foi criado o Programa Nacional de Controlo da Malári  (PNCM), cujos objetivos 
específicos se centram na prevenção e erradicação da d ença. Atualmente, de acordo com 
dados do Ministério de Saúde, embora haja uma redução das taxas de frequência, a malária 
continua sendo a principal causa de mortalidade nos hospitais, respondendo por cerca de 
30% de todos os óbitos(284, 285).  
O problema da malária é complexo e inclui aspetos específicos ligados ao hospedeiro, ao 
vetor e ao parasita. Estudos ligados a estas áreas são importantes para a implementação 
com sucesso de medidas ideais de tratamento e controlo. Como forma de contribuir para 
estes objetivos, no presente trabalho foi feita a car cterização clínica e evolutiva de dois 
grupos de pacientes com malária (1-malária não complicada e 2- malária grave). Esta 
pesquisa envolveu também a determinação da frequência de mutações em genes 
potencialmente associados à resposta aos fármacos utilizados para o tratamento da malária, 
em particular as associações com os derivados da artemisinina, cujo uso como tratamento 
de primeira linha da malária em Moçambique foi iniciado em 2006. Em função dos 
objetivos iniciais e das linhas de trabalho realizadas, a discussão dos resultados deste 
trabalho será apresentada em três sub-capítulos.  
 
5.1 - Estudo da malária não complicada 
O estudo clínico da malária não complicada incluiu ad ltos e crianças e foi realizado em 
dois, o Centro de Saúde de Boane, localizado numa áre  semi-urbana da Província de 
Maputo, e o Centro de Saúde 1º de Maio localizado no centro da cidade de Maputo. 
Durante o período de estudo a percentagem de pacientes com malária foi mais elevada no 
Centro de Saúde de Boane do que Centro de Saúde 1º  Maio. Embora este resultado 




dever-se à existência de uma elevada densidade populacional que reside à volta desta 
Unidade Sanitária e a ela recorre. Contrariamente, o Centro de Saúde 1º de Maio localiza-se 
no centro da cidade e possui à sua volta vários outros com a mesma função. Além disso 
este centro encontra-se próximo a dois Hospitais Gerais (Hospital Geral de Mavalane e 
Hospital Geral de Chamanculo) e de um Hospital Central (Hospital Central do Maputo), 
dotados de serviços de especialidade em pediatria, f cto que para além de explicar a menor 
frequência, também pode explicar a menor afluência de crianças em particular neste último 
centro, relativamente a Boane.  
Em geral, as principais características clínicas da infeção pelo P. falciparum são 
semelhantes às de outras doenças infeciosas e neste estudo estas não diferiram das descritas 
por outros autores(302, 303). A febre foi a queixa mais comum e a principal causa da procura 
de cuidados clínicos em todos os grupos etários, ocorrendo em maior percentagem nas 
crianças. A frequência de outras manifestações como cefaleia, anorexia e mioartralgias foi 
registada maioritariamente no grupo acima dos 15 anos, facto que pode estar relacionado 
com a menor capacidade de expressão das crianças em relação aos adultos. A 
hepatomegália e a esplenomegália foram observadas em baixas percentagens e só em 
crianças, o que está de acordo com os resultados de outros estudos clínicos(304, 305). 
Adicionalmente a baixa frequência da esplenomegália pode ser explicada pela redução dos 
ataques repetidos de malária na população estudada(284) e neste caso, os poucos casos 
observados podem estar relacionados a uma situação aguda transitória e não a uma situação 
de hiperreactividade como a que é normalmente descrita como consequência de episódios 
repetidos de malária(306). 
Os distúrbios hematológicos na malária envolvendo as principais linhas celulares 
(eritrócitos, plaquetas e leucócitos), são reconhecidos como característicos da infeção(68, 70, 
307). O perfil destas alterações pode variar com o nível de endemicidade; fatores 
demográficos e de imunidade; com o estado nutricional e ainda com a presença de 
distúrbios genéticos nas populações(308, 309). Embora a ausência de valores laboratoriais de 
referência específicos para a idade nas diferentes localizações geográficas torne difícil 




particular a anemia e a trombocitopénia, são descrita  como as mais comuns e em conjunto 
com os dados clínicos, podem auxiliar na suspeita e avaliação da resposta terapêutica(70). 
Adiminuição transitória da hemoglobina tal como ocorreu ao 7º dia nos pacientes deste 
estudo tem sido descrita em pacientes tratados com combinações à base de artemisinina 
verificando-se de seguida uma subida gradual(68, 310).Em Moçambique estão descritas 
elevadas frequências de anemia na população infantil, relacionadas sobretudo com a 
desnutrição crónica, parasitoses intestinais e introdução precoce de alimentação mista(284). 
Contudo, embora desconhecendo os valores iniciais de hemoglobina pré infeção na 
população estudada, os resultados mostraram uma redução significativa da anemia com o 
tratamento, mesmo nas crianças abaixo dos 5 anos denotando o efeito positivo do 
tratamento. A recuperação da anemia após tratamento com as combinações à base de 
artemisinina foi também descrita mais recentemente por outros autores(311). 
Estudos realizados em diferentes locais apresentam resultados heterogéneos, indicando a 
complexidade das alterações hematológicas na malária de forma que estes não devem ser 
generalizados e a abordagem deve ser dirigida de forma específica para cada local. Além 
disso este tipo de análise não distingue os efeitos pr vocados pela malária e os resultantes 
de possíveis efeitos adversos de cada tipo de medicação. Assim esforços devem ser 
dirigidos para se obter e compilar a informação de vários estudos em diferentes locais, que 
possibilitem uma análise sistematizada. 
Embora seja uma complicação comum em infeções bacterianas, virais e por protozoários, a 
trombocitopénia é descrita como sendo muito mais frequente nas infeções causadas pelo P. 
falciparum(70, 307, 312, 313). Em alguns casos a redução das plaquetas atinge níveis bastante 
baixos mas que em geral não se associam a sangramento anormal(70, 313, 314). Tipicamente a 
trombocitopéniaocorre precocemente e melhora alguns dias após o início do tratamento tal 
como observado neste estudo(68, 315). 
Há mais de duas décadas a hiperparasitémia foi considerada pela OMS como um critério de 
malária grave(316, 317). A relação entre a densidade parasitária e a gravidade da malária, 




tem observado que alguns indivíduos com graus elevados de parasitémia não desenvolvem 
complicações, enquanto outros com parasitémias mais b ixas desenvolvem quadros 
fatais(317, 318). O desenvolvimento de imunidade clínica e parasitológica para a malária é 
marcado pela capacidade de controlo da doença assim como da densidade parasitária. 
Apesar de as principais características da imunidade natural adquirida para a malária 
estarem definidas(319), pouco se sabe sobre os seus mecanismos subjacentes. A densidade 
parasitária está ligada à doença, e embora o número de parasitas quase certamente contribua 
para a mesma, outros fatores, como por exemplo as respostas associadas à presença de 
citocinas pró-inflamatórias, desempenham um papel importante(64). Em áreas endémicas, a 
doença como tal muitas vezes não se associa ao grau de parasitémia, mas ambas têm 
relação com a idade dos pacientes. Nestas áreas, a imunidade é adquirida lenta e 
progressivamente após estímulos antigénicos constante  determinados por infeções 
repetidas o que pode reduzir a gravidade dos sintomas e as complicações. Em crianças 
muito expostas, a parasitémia elevada pode ocorrer na ausência de sintomas clínicos 
aparentes e nestas crianças a maior complicação relaciona-se sobretudo com a anemia. Por 
seu turno, os adultos raramente apresentam parasitémias altas densidade, mas quando o 
fazem, os sintomas parecem ser mais graves do que aqueles em crianças com densidade 
igual (320). Adicionalmente, a densidade de parasitas na circulação periférica, medida por 
avaliação microscópica de esfregaços de sangue nem sempre reflete a carga parasitária, 
uma vez que os parasitas maduros podem estar sequestrados em órgãos profundos(320). No 
presente estudo, a proporção de pacientes com maior densidade parasitária (acima de 
100.000 parasitas/mm3) foi de 9%, dos quais nenhum apresentou sinais de complicações.De 
acordo com os resultados globais obtidos no estudo dos pacientes com MnC, verificou-se 
que todos os pacientes observados no dia de control (D14) apresentaram-se sem sintomas e 
com parasitémias negativas. Relativamente à volução dos valores dos parâmetros 
hematológicos estudados, esta seguiu uma tendência idêntica para ambos os tratamentos em 
todos os grupos etários estudados (AL ou ASAQ) com redução da anemia e melhoria das 





5.2 - Estudo da malária grave  
Nos últimos anos registaram-se avanços consideráveis na compreensão, da patogénese da 
malária, tendo-se tornado evidente que a malária grave é uma doença complexa, muito 
semelhante à sepsis(64). Diversos fatores exercem influência no desenvolvimento de 
complicações clínicas na malária entre os quais o nível de endemicidade, grau de 
imunidade e perfil clínico-laboratorial da população estudada(321). Como descrito por outros 
autores, os resultados deste trabalho mostram que as complicações graves da malária por P. 
falciparum envolvem principalmente três principais sistemas nomeadamente o sistema 
nervoso central, o sistema hematopoiético e o sistema r spiratório(66, 99, 322) 
Embora a febre represente um sinal importante como demonstrado neste e em vários outros 
estudos(19, 89; 78, 323), a clínica da malária grave, varia desde manifestações inespecificas e 
ligeiras que se confundem com as de outra infeções como ocorre na malária não 
complicada, até complicações que levam à morte em pouco tempo, principalmente nos 
casos da infeção pela espécie P. falciparum(59, 99,323).  
As alterações neurológicas constituem um grupo importante na malária por P. falciparum, 
sendo malária cerebral a alteração mais grave e a principal causa de óbitos em crianças 
menores de cinco anos(76, 77, 99). Na avaliação dos pacientes com malária grave deve ser feita 
uma distinção entre os pacientes com “alteração da consciência” e os que apresentam sinais 
de “malária cerebral”, dado que embora o tratamento inicial seja similar em ambos os 
grupos, os pacientes com malária cerebral estão sujeitos a um pior prognóstico(76, 99). Na 
nossa análise verificamos que mais de metade (55.4%) dos pacientes admitidos com 
malária grave apresentaram alteração da consciência e 22.3% foram classificados como 
padecendo de malária cerebral segundo os critérios definidos pela OMS(79). Dos óbitos 
registados todos tinham malária cerebral. Todos óbitos ocorreram em crianças menores de 
5 anos e nas primeiras 24 horas após a admissão, dad s estes que concordam com os 
descritos por outros autores(76). Embora todos os casos fatais tenham recorrido à unidade 
sanitária dentro dos primeiros três dias após o início dos sintomas é recomendável que em 




efetuado precocemente, uma vez que a evolução para form s graves pode ocorrer em 
poucas horas(78). 
As convulsões constituem uma manifestação comum na alária por P. falciparum e neste 
estudo registaram uma elevada frequência tanto antes como após a admissão. Estas, muitas 
vezes estão associadas ao coma e à malaria cerebral,  são uma importante causa de 
admissão aos hospitais(325, 326). Em geral, a maioria das convulsões nas crianças ocorre 
associada à febre na ausência de comprometimento neur lógico, apresentando um bom 
prognóstico imediato(99). No entanto crises convulsivas múltiplas ocorrem muitas vezes 
como resultado de encefalopatia difusa devendo por iss  ser distinguidas das convulsões 
febris da infância uma vez que, além do mau prognóstico imediato(326) estas podem 
desenvolver sequelas a longo prazo(327).  
Em relação à anemia, aproximadamente 40% dos pacientes com malária grave apresentou 
anemia grave com níveis de hemoglobina inferiores a 5 g/dl à admissão. Este número 
aumentou durante o internamento de forma que um total de 61.1% dos pacientes admitidos 
necessitou de pelo menos uma transfusão de eritrócitos, demonstrando o efeito do parasita 
da malária sobre a hemólise dos eritrócitos e sobre a redução da hemoglobina plasmática. 
Alguns estudos têm demonstrado elevadas taxas de mortalidade por anemia em crianças 
com malária grave particularmente nas mais pequenas (abaixo de 5 anos), sendo esta 
complicação considerada, uma das maiores causas de morbilidade, de hospitalização e de 
mortalidade na Africa sub-Sahariana(46, 48, 328, 329). Neste estudo, tal como ocorreu com os 
pacientes com malária não complicada, após o tratamento verificou-se uma subida dos 
níveis médios de hemoglobina. Contudo a interpretação desta subida deve ter em conta o 
facto de que algumas crianças foram submetidas a transfusões de concentrado de eritrócitos 
durante o período em que permaneceram internadas. 
Embora não seja um critério de malária grave, a trombocitopénia é uma das complicações 
mais comuns na malária por P. falciparum(111). Neste estudo, a trombocitopénia, foi 
registada à admissão em 84.2% das crianças, tendo-s verificado uma importante melhoria 




que teve sangramento maciço possuía um nível de plaquetas de 82.000 x 109/l enquanto 
outros pacientes com contagens abaixo deste nível não apresentaram sangramento, 
apoiando a hipótese de que além do efeito quantitativo, fatores qualitativos ligados às 
plaquetas podem ser determinantes(70). Um outro fator proposto como protetor do 
sangramento nos casos de trombocitopénia parece estar relacionado com a resposta 
medular. À admissão foi registado um aumento do volume médio das plaquetas (VPM) em 
94% das crianças com malária grave, sugerindo que a libertação compensatória de 
megaplaquetas é provavelmente um fator importante para a manutenção da hemostase e 
pode explicar a baixa frequência de sangramentos nos pacientes com malária e 
trombocitopénia(111, 313, 330). 
Na malária vários resultados controversos têm sido relatados em relação aos leucócitos 
incluindo leucopénia e leucocitose(70, 307, 313). Apesar dos resultados controversos alguns 
estudos associam a leucocitose à malária grave e ao m u prognóstico(313, 331). 
Adicionalmente tem sido demonstrada a presença concomitante de leucocitose e bacterémia 
na malária grave(49, 332-334) associando-as ao aumento da mortalidade(331, 335). 
O envolvimento pulmonar na malária é uma situação grave que se manifesta pela síndrome 
de desconforto respiratório agudo (SDRA) clinicamente i distinguível da que ocorre em 
outras infeções sistémicas ou pulmonares(59, 97). Um achado consistente é a sua rápida 
melhoria com o tratamento antimalárico apropriado(91). A tosse e a dispneia nos pacientes 
estudados foram manifestações comuns e apresentaram melhoria com o tratamento. 
Contudo, uma vez que estas podem resultar de outras co-morbilidades, na ausência de 
outros exames específicos (hemoculturas e avaliação do estado ácido-base) e pelo facto de 
todos os pacientes terem sido submetidos a antibioterapia desde a admissão, do mesmo 
modo que para a leucocitose, torna-se difícil avalir a causa real do comprometimento 
respiratório. 
As alterações hepáticas na malária são comuns e manifest m-se principalmente por 
icterícia, hepatomegália e elevação normalmente discreta do nível sérico das transaminases. 




principalmente hemólise e colestase resultantes de vários mecanismos patogénicos(16, 336). 
Afrequência da icterícia neste estudo não diferiu da descrita por outros autores(16). Não se 
registaram níveis de transaminases clinicamente sugestivos de lesão heptotocelular 
apoiando a sua baixa frequência na malária contrariamente ao que ocorre em outras 
infeções como por exemplo na hepatite viral(59, 99, 337). 
Embora a lesão renal na malária por P. falciparum seja mais frequente em relação às 
infeções pelas outras espécies de Plasmodium, ainda assim, esta raramente causa quadros 
de insuficiência renal aguda(338, 339). A insuficiência renal aguda na malária é mais comum 
nos adultos e em regiões de baixa transmissão como o sudoeste asiático e o subcontinente 
indiano(71, 72). No presente estudo embora se tenham registado alguns casos de hematúria e 
proteinúria denotando provável lesão da membrana glomerular ou de não foi observado 
nenhum caso de insuficiência renal. 
A hipoglicémia é uma situação comum nos pacientes com malária grave, sobretudo em 
crianças(59,71). Os seus sintomas clássicos podem resultar de hiperestimulação do sistema 
nervoso simpático (sudorese, taquicardia, fraqueza, tremor, ansiedade) e/ou da alteração da 
função do sistema nervoso central (alteração da consciência, convulsões, alteração da 
postura) o que faz com que muitas vezes estes se confundam com os sintomas da malária(59, 
78). Ao contrário de outros estudos realizados em África nos quais se encontraram 
frequências elevadas de hipoglicémia(340) e embora uma elevada percentagem de crianças 
tenha apresentado vómitos e dificuldade alimentar, neste estudo observou-se uma baixa 
percentagem de crianças com hipoglicémia. Uma explicação para esta baixa frequência de 
hipoglicémia pode dever-se ao facto de muitas crianças receberem um “bolus” de glicose a 
10% (5ml/Kg) logo à sua chegada nas unidades sanitári s sobretudo quando estão graves 
e/ou quando necessitam de ser transferidas. 
Atualmente em Moçambique a malária e as infeções oportunistas associadas à infeção pelo 
Vírus de Imunodeficiência Adquirida (HIV) estão entr  as principais causas de morte. 
Embora os estudos relativos à malária e HIVnão sejam conclusivos, dados sugerem a 




clínicos(341). De acordo com alguns autores, a coinfeção malária-VIH aumenta a gravidade e 
mortalidade da malária em crianças e adultos(342-344). Uma vez que estas duas patologias 
(malária e HIV) são atualmente as mais prevalentes e causam as mais elevadas taxas de 
mortalidade em Moçambique estudos mais aprofundados sobre a sua interação seriam 
recomendados. 
Neste estudo constatamos que 21.7% das crianças com malária grave apresentaram uma 
história de medicação tradicional antes da procura de cuidados hospitalares. Este facto pode 
indicar que muitos pacientes provavelmente ainda não reconhecem os sinais de alerta da 
malária ou não estão conscientes do perigo que a donça representa. Por outro lado, fatores 
culturais podem atrasar a procura precoce de cuidados de saúde convencionais, facto que, 
para além de atrasar a chegada aos hospitais, predis õ  os pacientes aos efeitos 
desconhecidos das “terapias” tradicionais. Na malária por P. falciparum, a progressão das 
complicações pode ser rápida, produzindo mau prognóstico de tal forma que todos os 
pacientes deveriam ser avaliados e tratados logo ao iníci  dos sintomas como forma de 
reduzir a mortalidade. 
Existem evidencias de aumento da atividade dos eosinófilo sem pacientes com malária 
cerebral (CM), independentemente do seu numero absoluto no plasma(249). Adicionalmente, 
a proteína catiónica do eosinófilo (ECP, codificada pelo gene RNAse3) possui atividade 
citotóxica podendo matar protozoários e outros microorganismosin vitro(250-253) e tem sido 
associada à patogenia da malária(249, 251, 255, 256). O polimorfismo de nucleótido único G371C 
no gene RNAse3, resulta na substituição de uma arginina (R) por uma treonina (T) e 
suprime a citotoxicidade de ECP. 
Polimorfismos de nucleótidoúnico (SNPs) em proteínas codificadas pelo gene da RNAse3 
mais precisamente o polimorfismoc371G˃C que resulta emsubstituição do aminoácido 
arginina (R) pela Treonina (T) (R124T) foiassociadoà susceptibilidade à malária 
cerebral(256). Assim a análise de polimorfismos neste gene pode-se tornar uma ferramenta 
essencial para estudos de susceptibilidade à malária grave.  




pacientes com MC do que nos pacientes com MG (p=0,049) ou com MnC (p= 0,376) 
embora não tenha atingido significância estatística. De forma idêntica os pacientes que 
apresentavam MG e/ouMC e com genótipo homozigótico GG também apresentaram um 
Glasgow score mais baixo que os portadores do genótipo CC, embora esta relação também 
não tenha alcançado significância (p = 0,195). Este facto pode dever-se ao facto do 
reduzido número de doentes da nossa amostra 30 doentes com MC. 
 
5.3 - Estudo de polimorfismos genéticos de P. falciparum associados à 
resposta aos ACTs em Maputo. 
Nos últimos anos tem-se registado uma diminuição significativa damorbilidade e 
mortalidade associadas à malária na maioria dos paíes endémicos(35). Esta redução é 
atribuída em grande parte aos esforçosde controlo, destacando-se a melhoria nas medidas 
de prevenção e a implementação de terapias combinadas de elevada eficácia baseadas nos 
derivados da artemisinina (ACT)(35,345). Entretanto, apesar de se tratar de uma doença 
evitável e tratável, a malária continua a ser um grande problema de saúde no mundo(35). Um 
dos principais fatores que contribuem para este grande desafio é o surgimento e propagação 
da tolerância/resistência do parasita a vários antim láricos, incluindo os ACTs(172, 199, 293) 
Nos países endémicos em geral, as políticas de tratamento contra a malária têm sido 
regularmente alteradas em função do surgimento de falências terapêuticas resultantes do 
desenvolvimento de estirpes resistentes aos diversos antimaláricos na população parasitária. 
Um dos resultados esperados com estas mudanças é que, em conjunto com outras medidas 
sobretudo profiláticas, se possa garantir um controlo eficaz e duradouro da malária no 
mundo. Contudo, historicamente, à medida que novos fármacos vão sendo introduzidos, o 
perfil molecular dos parasitas responde rapidamente às mudanças de pressão dos 
antimaláricos, através daseleçãode polimorfismos genéticos resultando em sensibilidade 




Tendo em vista que já foram registados indícios de redução da eficácia aos ACTsno 
Sudeste Asiático, teme-se que tal como aconteceu com os fármacos anteriormente usados 
como a cloroquina (CQ) e a sulfadoxina+pirimetamina(SP), a eficácia dos ACTs não seja 
duradoura, o que na ausência de fármacos alternativos se pode transformarnuma catástrofe. 
A resistência deP. falciparum aos ACTs foi recentemente documentada na Tailandia, 
Camboja, Myanmar, Laos e Vietnam(35, 279, 280; 349, 350). Evidências históricas mostram que 
estirpes resistentes de P. falciparum se disseminaram para o continente africano a partir do 
sudeste asiático(351), como foi o caso da CQ e SP(183, 352). Em consonância com este facto, 
existem relatos dediminuição das taxas de cura do Al em Africa(353, 354) e defalhas 
terapêuticas em relação ao ASAQ(355-364). 
A adequada cura clínica e parasitológica da malária pelos ACTs, relaciona-se com o efeito 
terapêutico do derivado da artemisinina (semivida reduzida), que permite a rápida redução 
da biomassa parasitária mas também do fármaco acompnhante de açãomais prolongada 
responsável pela subsequente eliminação dos parasitas residuais(257). Da mesma forma que 
ocorreu com os restantes antimaláricos, a pressão de seleção exercida pelos ACTs não 
impede o desenvolvimento e propagação de marcadores de resistência à artemisinina, 
particularmente se na região já houver resistência aos antimaláricos usados na combinação, 
resultando em aumento do risco de falha terapêutica (346). Assim, infeções que ocorram após 
eliminação da artemisinina, enquanto a droga combinada se mantém em circulação, podem 
selecionar parasitas resistentes a esta(365). 
5.3.1 - Polimorfismos no gene pfmdr1 
Atualmente as duas combinações mais comumente utilizadas no mundo são 
oartemeter+lumefantrina (AL) e o artesunato+amodiaquina(ASAQ)(365). Embora a eficácia 
ajustada de ambas permaneça elevada na maior parte das r giões(366-368), dados indicam que 
o desenvolvimento de polimorfismos em alguns genes de P. falciparum nomeadamente o 
gene pfmdr1 estão associados à diminuição da sensibilidade à amodi quina e à 




Em África vários estudos têm documentado os polimorf smos no gene pfmdr1 sobretudo 
após terapia com AL(170, 263, 293, 371). O gene pfmdr1 e particularmente, os polimorfismos 
pontuais (SNPs), resultando numa alteração de aminoácido nos codões 86 (N86Y), 184 
(Y184F), e 1246 (D1246Y) foram associadas a alterações na susceptibilidade de P. 
falciparum a vários medicamentos, incluindo aos ACTs(172, 198, 199, 293). Inicialmente, estes 
SNPs em pfmdr1 foram associados com a resistência à cloroquina (CQ) e a amodiaquina 
(AQ)(198). Por exemplo, a mutação pfmdr1 86Y tem sido associada a resistência à CQ(167, 
272), e sugere-se que o haplótipo 86Y-Y184-1246Y foi provavelmente selecionado pela 
utilização de AQ em regimes de monoterapia, estando provavelmente associado ao 
aumento do risco de falha terapêutica(172, 293). 
Embora os SNPs nas posições 1034 e 1042 depfmdr1 tenham sido relacionados com a 
modulação do fenótipo de resistência, estes são pouco frequentes em África(369) e por essa 
razão não lhes foi dada preferência neste estudo. 
No presente trabalho foram estudadas as frequências dos SNPs e dos haplótipos pfmdr1 
N86Y, Y184F e D1246Y na área de Maputo no período 2010-2012, (correspondente a 5 a 7 
anos após a introdução dos ACTs). A elevada frequência do tipo selvagem N86 (72.1%) e 
D1246 (96.9%) e o já moderado aumento da frequência do mutante 184F (23%) está de 
acordo com os resultados de vários estudos em África(148, 170, 198, 199, 292-299). 
Na análise comparativa efetuada com as amostras colhidas na mesma região (Maputo), 
antes da introdução dos ACTs (2002-2003 ou pré-ACTs) verificou-se que houve um 
aumento estatisticamente significativo da frequência dos alelos do tipo selvagem N86 e 
D1246 associados à alteração da sensibilidade do parasita à lumefantrina. Além disso, o 
período pré-ACTs caracterizou-se por elevada frequência do mutante 86Y e do tipo 
selvagem Y184 (Figura 16). A redução da frequência do 86Y e reversão para o tipo 
selvagem N86 sugerida como o primeiro passo para a tolerâcia à lumefantrina (348) 
verificada após a introdução dos ACTs, já havia sido observada em Moçambique em dois 




Em Moçambique os alelosmutantes 86Y associados a resistência à cloroquina 
aproximaram-se da fixação atingindo 74,7% em 2006, tendo reduzido para 31% em 
2010(348). É possível que esta alteração tenha resultado daremoção dapressão da 
cloroquinaapós a introdução dos ACTs, como ocorreu no Malawi(373). A reversão do 
pfmdr1 para o tipo selvagem no codão 86 (86N) predispõe os parasitas ao desenvolvimento 
de resistência à lumefantrina(348), um facto preocupante, uma vez que o AL é actualmente o 
tratamento de primeira linha na maioria dos países na África sub-Sahariana incluindo 
Moçambique. Adicionalmente, o aumento da pressão exercida pelo tratamento com AL 
pode influenciar a eficácia da combinação a nível regional como anteriormente visto em 
Moçambique com o Fansidar(348).  
No que respeita à análise dos haplótipos de pfmdr1, os resultados estão de acordo com os 
de outros estudos em África onde as frequência do haplótipo 86Y-Y184 também eram altas 
antes da introdução dos ACTs(148, 170, 198, 199, 292-299). Isto sugere que a redução deste 
haplótipo (86Y-Y184) após a introdução dosACTs pode in icar que o mesmo não confere 
vantagem de adaptativa sob pressão exercida pelos ACTs(374). Um estudo na Tailândia 
sugeriu que a seleção do haplótipo N86-184F foi provavelmente causada pelo 
artesunato(375). 
Em África descrevem-se duas variantes principais de haplótipos pfmdr1 mais comumente 
selecionadas emtrêsresíduos de aminoácidos: N86Y, F184YeD1246Y. O haplótipoYYY 
está associado à diminuição da sensibilidade às 4-aminoquinolinas e tem sido selecionado 
pela AQ ou CQ(172, 293, 373, 376) e o haplótipo NFD associado à diminuição da sensibilidade 
do parasita aos aril-aminoalcoois como a mefloquina ou  lumefantrina. A frequência deste 
deste haplótipo tem sido observada em áreas ondea combinação AL é amplamente 
usada(170, 194, 198, 199, 377).  
No presente estudo, a análise da frequência dos triplos haplótipos de N86Y, Y184F e 
D1246Y na população de Maputo em 2011-2012 manteve-s  uma maior frequência dos 
alelos selvagens NYD (aproximadamente 59.2%) e uma moderada frequência do haplótipo 




doses de lumefantrina indicando uma seleção significativa dos mesmos no período após 
implementação dos ACTs. Em geral, os nossos resultados da frequência dos SNPs de 
pfmdr1 são consistentes com os do estudo referido anteriormente realizado em Inhambane, 
no qual a frequência do haplótipo, único mutante YYD diminuiu significativamente de 
2009 para 2010, enquanto a frequência do haplótipo único mutante NFD aumentou 
significativamente no mesmo período(345).  
Estas constatações não indicam para já um potencial risco imediato de falha clínica com o 
tratamento com AL. O haplótipo NFD em particular pode ser considerado como um 
“marcador” de maior tolerância ao AL indicando uma vantagem de sobrevivência destes 
parasitas(345). No entanto, apesar de o AL continuar eficaz em África e em Moçambique, 
estes resultados sugerem que este não é suficientemente robusto para evitar a seleção de 
mutantes(198) particularmente em Moçambique onde foi usado inicialmente como segunda 
linha, mas que faz parte do tratamento da malária não complicada desde 2004. 
5.3.2 - Amplificação do gene pfmdr1 
No Sudeste Asiático, estudostêm mostradoqueaamplificação do genepfmdr1 se correlaciona 
com a falência terapêutica à mefloquina(223). Mais recentemente, a amplificaçãodeste 
genefoi também associada à resistência à lumefantrin i  vitro(375).Nas amostras analisadas 
nesteestudo foi detectado o aumento donúmero de cópias em 3 isolados, apoiando a 
hipótese de que a amplificação pfmdr1 é rara em África(198,370). Outros autores encontram 
em África amplificação do nº de copias de pfmdr1 superiores às encontradas no nosso 
estudo(348, 378). Esta aparente discrepância pode também dever-se ao cut-off usado pelos 
diferentes autores para considerar aumentodo nº de copias. No nosso trabalho 
estabelecemos o cut-offde 2. Recentemente um estudo com isolados de P. falciparum 
provenientes de África não encontrou correlação entre o aumento do nº de copias de pfmdr1 
eo IC50 (medida de susceptibilidade in vitro) nem com o tempo médio de eliminação da 
parasitémia(379). No referido estudo, Ngalah e colaboradores usaram metodologia baseada 
em RTPCR idêntica à usada por nós, no entanto estabelecem o cut-off a ≥1.75. Se aplicado 




5.3.3 - Polimorfismos no gene pfatp6  
Nas 15 amostras analisadas não foi detetada nenhuma das mutações de pfatp6 
anteriormente descritas como associadas com a resposta de P. falciparum à artemisinina 
(nomeadamente L263E, A623E e S769N). Em Dezembro de 2013(232) foi identificado um 
novo marcador molecular de resistência à artemisinina o gene pfK13. Nesse trabalho, os 
autores puderam verificar que o gene pfatp6 (quer nos clones selecionados por pressão de 
fármaco quer nos isolados de pacientes que demonstraram falência terapêutica) não possuía 
as mutações que anteriormente haviam sido propostas como potencialmente associadas à 
resposta à artemisinina. Assim, decidimos neste estudo não prosseguir a análise das 
restantes amostras no que respeita aos polimorfismos no gene pfatp6. 
5.3.4 - Polimorfismos no gene pfK13 
Em Dezembro de 2013 foi publicado o trabalho de Ariey e colaboradores (232) no qual se 
descreve identificação de 3 mutações pontuais no gee pfK13 de P. falciparum (ID: 
PF3D7_1343700; PlasmoDBhttp://plasmodb.org), as quais fazem (desde 2014) parte da 
definição de resistência e de suspeita de resistênca propostas pela OMS.  
Os SNPsY493H, R539T e C580Y identificados como sendo o marcador molecular de 
resposta aos ACTs não foram identificados nas amostras isoladas antes ou depois da 
introdução dos ACTs em Moçambique. No entanto foi identificado, em duas amostras 
provenientes de Boane isoladas após a introdução dos ACTs, um polimorfismo não descrito 
anteriormente no aminoácido 494 (nucleótico 1480) (Figura 18). O polimorfismo é não 
sinónimo e resulta da substituição de uma guanina (g) por uma adenina (a), resultando na 
alteração do aminoácido valina (V) para uma isoleucina(I).  
O SNP não-sinónimo V494I é adjacente ao codão marcado  molecular de resistência aos 
ACTsY493H. Além disso, o V494I foi identificado em duas amostras coletadas em 
Moçambique após a introdução dos ACTs. Moçambique está localizado na África Oriental, 
uma região reconhecida como sendo um dos principais foco  de entrada e disseminação de 




Asiático(183). A mutação V494I por nós identificada em Moçambique não está identificada 
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O presente trabalho incluiu três capítulos nos quais foram estudados aspetos clínicos e 
moleculares associados à malaria. 
Os resultados desta investigação revelaram um perfil clín co da malária não complicada  
com predominância de febre, anemia e trombocitopénia.Verificou-se uma baixa frequência 
de esplenomegália e hepatomegália que foram evidenciadas apenas nos pacientes com 
idade inferior a 15 anos e uma baixa frequência de icterícia em todas as faixas etárias. 
Embora devido a algumas limitações enfrentadas no trabalho de campo, a monitorização da 
parasitémia nos pacientes com malária não complicada só tenha sido efetuada ao 7º e ao 14º 
dias, de acordo com os resultados globais obtidos no estudo, verificou-se uma resposta 
adequada pelo menos até ao dia 14 nos dois grupos de tratamento (artemeter-lumefantrina 
ou artesunato-amodiaquina) com ausência de sintomas, elhoria dos parâmetros 
hematológicos estudados e ausência de parasitémia ao 14º dia.  
Apenas 2 pacientes com malária não complicada tratados com ASAQ, apresentaram 
sintomas e parasitémia ao 7º dia. Nestes pacientes a análise de marcadores de diversidade 
de P. falciparum revelou tratar-se da mesma infeção. 
Os resultados revelaram uma maior frequênciade malária grave em crianças menores de 5 
anos de idade, na sua maioria vindas diretamente do domicílio e com uma média de 3 dias 
de evolução dos sintomas. Em geral os pacientes com malária grave apresentaram um perfil 
com predomínio de febre, prostração, dificuldade na alimentação, alteração do estado de 
consciência, e anemia com Hgb < 5 mg/dl. Aproximadamente um terço dos pacientes 
apresentou-se com malaria cerebral, com um score Glasgow entre 4-10. Os 5 óbitos 
registados ocorreram nas primeiras 24 horas após admissão, no grupo de crianças com 
malaria cerebral e em menores de 5 anos.  
Em relação ao estudo de polimorfismos associados à malária grave, não foi observada 
associação significativa entre o polimorfismo na posição 371 do gene humano RNAse3 e a 
presença de malária grave / cerebral. 
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A avaliação da frequência de polimorfismos genéticos p tencialmente associados à resposta 
de P. falciparum aos ACTs revela que após a introdução dos ACTs em Maputo houve um 
aumento significativo da frequência dos alelos N86 e 1246D e dos haplótipos NFD e NYD 
associados à tolerância à lumefantrina. 
No que respeita aos polimorfismos no gene pfK13 o marcador molecular recentemente 
relacionado com o fenótipo de resistência à artemisinina, nas amostras analisadas (quer 
referentes ao período antes quer após a introdução de ACTs em Moçambique), não foram 
identificados os polimorfismos anteriormente associados à resistência aos derivados da 
artemisinina no sudeste Asiático. No entanto, em duas amostras (colectadas após a 
introdução dos ACTs) provenientes de Boane, foi ident ficado um novo polimorfismo no 
gene pfk13 (V494I) não descrito até então.  
Embora não haja indícios de redução da eficácia das combinações baseadas em derivados 
de artemisinina, o perfil molecular do Plasmodium falciparum apresentado neste estudo em 
amostras provenientes de Maputo indica a necessidade de monitorização regular de forma a 
permitir a deteção precoce de resistências emergents.  
Pretende-se pois que os resultados obtidos nesta análise possam servir de base para futuros 
estudos mais abrangentes. Assim, considera-se importante a extensão da análise dos 
polimorfismos aqui estudados e de outros que eventualmente venham a ser identificados a 
outras regiões do país, de forma a permitir a deteção precoce de resistências emergentes e a 
tomada de medidas atempadas. 
Paralelamente medidas básicas como a divulgação da informação às populações para o 
reconhecimento das manifestações da doença e procura precoce de cuidados de saúde; 
melhoria no diagnóstico e tratamento adequado dos casos de malária devem ser 
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Investigadores 
Responsáveis 
Dra. Natércia Pedro Fernandes, Faculdade de Medicina da Universidade 
Eduardo Mondlane, Moçambique, E-mail: 
natercia2007natercia2007@gmail.com Tel.: +25882306789 
Dra. Fatima de Carvalho Nogueira, UEI Medical Parasitology do 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Portugal, E-mail: 
fnogueira@ihmt.unl.pt Tel.: +351965603013 
Investigadores 
Participantes 
Dra. Elsa da Conceição Lobo, Faculdade de Medicina da Universidade 
Eduardo Mondlane, Moçambique, E-mail: loboelsa@yahoo.com.br 
Telefone: +258847241226 
 
Sabia que Moçambique é um dos 10 países no mundo mais afectados pela malária? A 
malária é causada por pequenos micróbios (uma espéci  de bichinhos) chamados plasmódios. 
Estes plasmódios vivem dentro de umas células do sangue, e provocam doença fazendo com 
que a pessoa tenha febre, arrepios, dor de cabeça, vómitos, diarreia, falta de apetite e 
fraqueza. Em alguns casos a malária pode tornar-se grav e até provocar a morte. 
 
Normalmente as pessoas que têm malária podem ser tratadas com comprimidos quando não 
estão muito graves e quando estão graves são tratadas com outros medicamentos que são 
dados com soros nas veias. Infelizmente os medicamentos que até agora são usados já não 
estão a fazer muito efeito e por isso estão a ser substituídos por outros que já foram testados 
em outros Países da África e da Ásia e provaram ser elhores para tratar a malária.  
 
Gostaríamos de fazer um estudo para verificar em pri eiro lugar como se apresentam os 
nossos doentes que tem malária e qual é o efeito dos novos medicamentos que estão 





Hoje, no caso de aceitar que você próprio ou o doente que acompanha participe neste 
estudo, pedimos-lhe que nos autorize a usar parte do sangue que lhe é habitualmente 
retirado para as análises no sentido de serem realizad s mais análises e a consultar o seu 
processo clínico para recolher alguns dados necessários para o estudo. Se não concordar em 
participar neste estudo, não haverá nenhum problema n  para si nem para o seu doente. O 
médico continuará a tratar-lhe a si ou ao seu doente da melhor maneira possível e de acordo 
com as normas do hospital. 
 
Caso tenha alguma dúvida ou perguntas sobre este estudo, pode falar com as pessoas que lhe 
entregaram este documento. 
 
Declaro, que li ou me foi lida a informação acima descrita e tive a oportunidade de fazer 
perguntas, as quais me foram satisfatoriamente respondidas. Assim, concordo em participar 
no referido estudo e entendo que tenho o direito de  abandonar em qualquer momento, 
sem que isso afete o meu tratamento por parte dos clínicos que me atendem nesta unidade 
sanitária. 
 


















Diagnóstico de malária P. falciparum por Microscopia Ótica 
1-Deteção e identificação parasitária  
A identificação parasitária por microscopia ótica foi efetuada mediante exame da lâmina obedecendo aos 
seguintes passos: 1) identificação da lâmina; 2) assépsia da face lateral do dedo do paciente com algodão 
embebido em álcool a 70%; 3) punção digital com auxílio de uma lanceta descartável: 4) colheita de 2 gotas 
de sangue e colocação sobre a lâmina sendo uma para o exame da gota espessa e outra para a realização do 
esfregaço; 6) fixação do esfregaço com solução de álcool metílico 7) coloração da lâmina com solução de 
Giemsa a 15% por um período entre 20 a 30 minutos 8) lavagem da lâmina com água corrente; 9) leitura da 
lâmina ao microscópio ótico com auxílio da objetiva de imersão (100x). Após cada etapa procedeu-se à 
secagem da lâmina à temperatura ambiente. Por concentrar maior quantidade de sangue, a gota espessa foi 
analisada para deteção da infeção e o esfregaço para identificação da espécie de parasita infetante e 
determinação da densidade parasitária. 
 
2- Determinação da densidade parasitária 
A densidade parasitária foi calculada mediante observação microscópica do esfregaço sanguíneo, em função 
do número de parasitas por microlitro de sangue (W.H.O –BasicLaboratoryMethodsin Medical Parasitology., 
1991), com base na presunção da existência de 8.000 leucócitos por microlitro de sangue. Para a sua 
determinação foram observados vários campos microscópicos nos quais se fez a contagem de leucócitos até 
um número padronizado correspondente a 200 leucócitos por campo enquanto ao mesmo tempo se fez o 
registo do número de parasitas neles existentes, cujo número foi calculado mediante a seguinte fórmula: 
 
Parasitémia =




A correspondência entre a densidade parasitáriaem número de cruzes e em número de parasitas por microlitro 
de sangue (parasitas/µl) foi efetuada do seguinte modo: 
Correspondência entre o número de cruzes e a densidade parasitária 
Número de cruzes Densidade parasitária(parasitas/µl) 
+ 1 - 4.999 
++ 5.000 - 19.999 
+++ 20.000 - 99.999 






Diagnóstico de malária P. falciparum por PCR (Polimerase Chain Reaction) 
1-Extração do ADN genómico 
O ADN das amostras de sangue foi obtido com recurso ao método de extração com Chelex (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) (Singh B, 1996), estabelecido no laboratório da UEI Malária/IHMT/CMDT LA. Com 
auxílio de uma tesoura e uma pinça previamente imersas em ácido clorídrico (HCL) foi cortada uma pequena 
porção do papel de filtro contendo a gota de sangue (o correspondente a cerca de 50 μl de eritrócitos 
parasitados), a qual foi colocada em um tubo de micro-centrífuga (eppendorff) de 1,5 ml. A hemólise dos 
eritrócitos parasitados foi efetuada mediante adição de 1 ml de solução tampão PBS (phosphate buffered 
saline) e 50 ml de saponina a 10% tendo-se deixado esta miura em incubação a 4o C por cerca de 12 horas 
durante a noite. De seguida foi feita uma lavagem co PBS e nova incubação a 4º C por 30 minutos. A 
extração do ADN foi realizada mediante adição de 75 μl de solução de Chelexem Água Milli-Q a 20% 
(Biorad). A seguir, os tubos eppendorff foram aquecidos em um bloco (Dryblockheater BBD-Grant-Boekel) a 
99oC durante 15 minutos, após o que se procedeu à centrifugação (10000g/2min), a fim de separar o 
sobrenadante contendo o ADN, dos restantes componentes da mistura (papel de filtro e Chelex) através da 
sedimentação. O ADN extraído foi conservado em aliquotas a -20º C até à amplificação por PCR. 
 
2-Deteção das espécies 
Para deteção da espécie de Plasmódium presente nas amostras, foram realizadas duas reações consecutivas de 
PCR. Na primeira reação foi utilizado um par de primersespecífico para o género Plasmodium (rPLU) e na 
segunda foram uttilizadosprimersespecíficos para quatro espécies de Plasmodium, nomeadamente: P. 
falciparum (rFAL), P. vivax (rVIV), P. ovale (rOVA) e P. malariae (rMAL). As condições de amplificação, 
mistura das reações e sequências dos primersencontram-se na Tabela que se segue.A mistura das reações de 
amplificação foi constituída por: 1μM de cada primer, 10X tampão de PCR (Fermentas), 1 mM MgCl2 
(Fermentas), 1 mMdNTP’s (Fermentas) e 120 U/ml de TaqADN polimerase (Fermentas). Para a primeira 
reação de PCR utilizou-se 1μl e para o 2º Nested utilizou-se 1,3 μL do produto da primeira reação de PCR. 











Condições de amplificação e sequências dos primersutilizados nas reacções de PCRpara a identificação das 
espécies de Plasmodium. 
 








rPLU6 - TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(25) 
58ºC – 2 min x(25) 





rFAL1 - TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAA 
rFAL2 - ACACAATGAACTCAATCATGACTA  
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(30) 
58ºC – 2 min x(30) 




rVIV1 - CGCTTCTAGCTTATTCCACATAAC 
rVIV2 - ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAG 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(35) 
58ºC – 2 min x(35) 




rMAL1 - ATAACATAGTTGTACGTTAAGAAT 
rMAL2 - AAATTCCCATGCATAAAAAATTA 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(30) 
58ºC – 2 min x(30) 




rOVA1 - ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTAT 
rOVA2 - GGAAAAGGACACATTAATTGTATC 
95ºC – 5 min 
94ºC – 1 min x(35) 
58ºC – 2 min x(35) 




3- Eletroforese dos produtos amplificados 
Após a amplificação do ADN, os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose. O gl 
foi preparado mediante mistura do pó de agarose a 2% com uma solução tampão Tris/Borato/Etileno Diamina 
Tetra Acético (TBE) ao qual se acrescentou brometo d  etídio (Sigma, Germany) para permitir a visualização 
do ADN. Em cada poço do gel foram colocados 10μl do produto amplificado juntamente com um marcador 
de peso molecular de 100pbs (Fermentas TM) após o que se aplicou uma corrente de 120 volts para a 
migração do ADN. A visualização dos produtos da PCR foi feita num transiluminador de luz ultravioleta 






Ficha de colheita de dados 
(Malaria não complicada) 
I. Dados Gerais 
1. Código ________                                                              2. Data ___________ 
3. Centro de Saúde ___________________________  
4. Nome do entrevistador ______________________                                
II. Identificação do Doente 
1. Idade:____(anos)  2. Sexo ___   3. Raça ___   4. Peso______ 5. Altura______ 
6.  Local de residência _______________________________________________ 
III. Dados clínicos 
1. Motivo de Consulta/Queixas Principais 
____ Febre ____ Cefaleia ____ Mioartralgia ____ Diarre  
____ Vómitos ____ Dora abdominal ____ Anorexia  
 
IV. Antecedentes 
1. Malária nos últimos 12 meses: ____ Sim   _____ Não   
2. Que tratamento fez? _____________________________________________ 
3. Quantos dias durou o tratamento? ______ Número de dses tomadas ___________ 
4. Utiliza algum tipo de prevenção contra a Malária? ______ Sim ______  Não 




V. Dados clínicos 
Dia Temperatura Icterícia Hepatomegália Espelnomegália desidratação 
D0 
  
   
D7 
  
   
D14 
  
   
 
VI. Dados laboratoriais  











VII. Tratamento: AL _______ ASAQ _______ 
 
VIII. Colheita de sangue (papel de filtro) Sim_______ 
 














Frequência das principais manifestações dos pacientes com malária não complicada 













Febre 83.7 85.8 76.5 82.2 
Anemia  79.5 66.9 58.8 69.7 
Trombocitopénia 55.4 59.0 63.0 58.7 
Cefaleia 7.22 41.7 81.5 39.0 
Anorexia 19.3 33.0 33.6 27.7 
Mioartralgia 0.6 9.4 55.5 19.1 
Vómitos 15.0 22.8 15.9 17.7 
Dor abdominal  12.7 19.7 4.2 12.4 
Diarreia 12.7 14.2 9.2 12.1 
Desidratação 10.2 13.4 4.2 9.5 
 Esplenomegália 9.6 5.5 0.0 5.6 
 Icterícia 3.0 3.9 4.2 3.6 






Evolução dos valores médios de hemoglobina e plaquetas nas três avaliações efetuadas 
aos pacientes com MnC seguidos em Boane e 1º de Maio. 
Boane 
AL®  
Valor médio de hemoglobina p-value 
Idade D0 EP D7 EP D14 EP D0-D7 D7--D14 D0-D14 
<5 anos 9,364 0,2062 9,0860 0,1933 10,1870 0,1689 0.6715 0.0001 0.0055 
5-14 anos 9,420 0,2757 9,3320 0,2784 10,3070 0,2362 0.3069 0.0001 0.0002 
≥15 anos 10,619 0,4748 10,3540 0,3036 11,0690 0,2290 0.5151 0.0150 0.3968 




Valor médio de hemoglobina p-value 
D0  D7  D14  D0-D7 D7--D14 D0-D14 
<5 anos 8,954 0,2087 8,9510 0,2052 9,5600 0,1958 0.9206 0.0127 0.0320 
5-14 anos 10,178 0,2567 9,7700 0,3632 10,0830 0,3259 0.3824 0.3422 0.9425 
≥15 anos 11,838 0,3963 
10,335
0 
0,4253 10,9120 0,2885 0.0111 0.3030 0.0743 




Valor médio de plaquetas p-value 












17,5730 224,3100 17,5730 228,3800 13,7660 <0.0001 0.8921 <0.0001 






Valor médio de plaquetas p-value 
D0  D7  D14  D0-D7 D7--D14 D0-D14 






<0.0001 0.3866 <0.0001 






<0.0001 0.0478 <0.0001 






<0.0001 0.3255 <0.0002 
D0- dia da admissão; D7- avaliação ao 7º dia; D14-= avaliação ao 14º dia; EP- erro padrão 
 
1º de Maio 
AL®  
Valor médio de hemoglobina p-value 
D0  D7  D14  D0-D7 D7--D14 D0-D14 
<5 anos 11,750 0,6534 10,6580 0,5289 10,0750 0,5645 0.2678 0.0670 0.1120 
5-14 anos 10,709 0,5217 10,4570 0,3815 9,9130 0,3055 0.0904 0.2595 0.1212 
≥15 anos 11,310 0,3598 10,7730 0,3337 10,9040 0,2320 0.0356 0.6745 0.2426 
D0- dia da admissão; D7- avaliação ao 7º dia; D14-= avaliação ao 14º dia; EP- erro padrão 
 
1º de Maio 
AL®  
Valor médio de plaquetas p-value 
D0  D7  D14  D0-D7 D7--D14 D0-D14 
<5 anos 123,42 15,1370 
327,1
7 
53,3850 318,92 49,2850 0.0013 0.7519 <0.0001 
5-14 anos 159,39 20,5720 266,3 29,7780 298,87 33,3790 0.0001 0.0346 <0.0001 
≥15 anos 157,25 13,3320 
271,4
7 
18,0040 295,35 18,7670 <0.0001 0.1823 <0.0001 








Fotografia de gel exemplificativo da electroforese dos fragmentos obtidos por PCR-
RFLP para a identificação do polimorfismo371G>Cdo gene RNAse3.Gel de agarose a 2%. 








Frequência relativa dos polimorfismos no gene pfmdr1 em doentes com malária não 
complicada, em amostras provenientes dos  de Boane e 1º de Maio.* infeções mistas. 
Centro de Saúde de Boane 




N 67 (63.2) 
Y 29 (27.4) 








D 99 (95.2) 




Centro de Saúde 1o de Maio  




N 52 (66.7) 
Y 14 (17.9) 









Y 2 (2.4) 
DY* 0 
 
Frequência relativa dos polimorfismos no gene pfmdr1 em amostras provenientes de doentes 
com malária não complicada (Mnc) e malária grave (MG). * infeções mistas. 
 
Malária não complicada (MnC) 




N 249 (73.2) 
Y 48 (14.2) 
NY* 43 (12.6) 
184 
(n=348) 
Y 268 (77.0) 




D 326 (96.7) 
Y 8 (2.4) 
DY* 3 (0.9) 
 
 
Malária grave (MG) 





Y 19 (15.4) 














Frequência dos polimorfismos N86Y, Y184F e D1246Y no gene pfmdr1 em Maputo.* infeções 
mistas. 
 




N 334 (72.0) 
Y 67 (15.0) 
NY* 62 (13.0) 
184 
(n=348) 
Y 268 (77.0) 
F 79 (22.7) 
YF* 1 (0.3) 
1246 
(n=367) 
D 356 (97.0) 
Y 8 (2.2) 

















Resultado da amplificação por PCR dos fragmentos do gene pfatp6 a sequênciar. M, marcador 
de peso molecular(100bps); C-, controlo negativo (sem DNA genómico); Fragmento 1; 
Fragmento 2; Fragmento 3. 
Alinhamentos das sequências dos fragmentos 1, 2 e3 do gene pfatp6de diferentes amostras e do 
clone 3D7 
Fragmento 1 
561                                                                      630 
A285F1                                               N TTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A94F1                                               N TTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A241F1                                            N AGTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A171F1                                       NGTAAT AGTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A45F1                                           NA AGTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A307F1                                           NA AGTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A4F1                                           GN G NTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 
A7F1                                           NA AGTTATAAAA - TTGTGAAATACAGTTGAAA 
A16F1                           CTGAAAA T---GGAGAT AGTTATAAAAATTGTGAAATA- GTTGAAA 
A25F1  ATCCTGTTCA GTTGACAAAT ATGCTGAAAA AATGGAAGAT AGTTATAAAAATTGTGAAATAC GTTGAAA 




Consensus  .......... .......... .......... ....... ... agTTATAAAAATTGTGAAATAc GTTGAAA 
 
631                                                                      700 
A285F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A94F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A241F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A171F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A45F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A307F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A4F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A7F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A16F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
A25F1  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
3D7  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
Consensus  AAAAATATTTTATTTTCATCTACCGCTATTGTATGTGGTAGATGTATAGCTGTTG AATCAACATAGGTA 
 
701                                                                      770 
A285F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A94F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A241F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A171F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A45F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A307F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A4F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A7F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A16F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
A25F1  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 




Consensus  TGAAGACTGAAATAGGTCATATTCAGCATGCTGTTATAGAATCAAATAGTGAGA ACTCAAACACCTTT 
 
771                                                                      840 
A285F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A94F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A241F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A171F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A45F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A307F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A4F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A7F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A16F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
A25F1  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
3D7  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
Consensus  ACAAATAAAAATCGATTTATTTGGTCAACAATTATCAAAAATCATTTTTGTAA A GTGTAACTGTATGG 
 
841                                                                      910 
A285F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A94F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A241F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A171F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A45F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A307F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A4F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A7F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A16F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
A25F1  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 




Consensus  ATTATTAATTTTAAACATTTCTCAGATCCAATTCATGGTTCATTTTTATATGGT GTTTATATTATTTTA 
 
911                                                                      980 
A285F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A94F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A241F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A171F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A45F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A307F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A4F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A7F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A16F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
A25F1  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
3D7  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
Consensus  AAATTAGTGTTGCTTTAGCTGTTGCTGCTATACCAGAAGGATTGCCAGCAGTCATAACAACTTGTTTAGC 
 
981                                                                     1050 
A285F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A94F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A241F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A171F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A45F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A307F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A4F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A7F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A16F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAATGCTATAGTAAGAAAATTACAAAGTGTTGAGACGTTAGGA 
A25F1  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAAAAA A                                           




Consensus  TTTAGGAACAAGAAGAATGGTAAAAAAaAAtgctatagtaagaaaattacaaagtgttgagacgttagga  
 
1051                                                                    1120 
A285F1  TGTACAAA 
A94F1  TGTACAAA 
A241F1  TGTACAAA 
A171F1  TGTACAAA 
A45F1  TGTACAA 
A307F1  TGTACAAA 
A4F1  TGTACAAA 
A7F1  TGTACAAA 
A16F1  TGTACA 
A25F1                                                                               
3D7  TGTACAACGG TTATATGTTC TGATAAAACA GGTACCCTTA CAACAAATCA AATG CAACA ACCGTGTTTC 
Consensus  tgtacaaa .. .......... .......... .......... .......... .... ...... .......... 
 
Fragmento 2 
1261                                                                    1330 
A4F2                                                                       AGTGANT 
A7F2                                                                 N- ATAGA TGATT 
A94F2                                                                         TGATT 
      A1F2                                                                         TGATT 
    A171F2                                                                             T 
     A45F2                                                                       AGTGATT 
    A241F2                                                                     AT AGTGATT 
    A285F2                                                                        GTGATT 
     A16F2                                                       A -GCTGATCA- TAT AGTGATT 




    A307F2                                                   GATGA -GCTGATCC- TAT AGTGATT 
      S3F2                                                                    TAT AGTGATT 
     A25F2             AAGCTTTAAC GGATGATGGA GAAGAA GGAT CAATTGATGA AGCTGATCCA TATGTGATT 
3D7  GGAAATGTTG AAGCTTTAAC GGATGATGGA GAAGAAGGAT CAATTGATGA AGCTGATCCA TATAGTGATT 
Consensus             .......... .......... ....... ... .......... .......... ... agTGAt T 
 
            1331                                                                    1400 
A4F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A7F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A94F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A1F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A171F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A45F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A241F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A285F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A16F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A5F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A307F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
S3F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
A25F2  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
3D7  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
Consensus  ATTTTTCTAGTGATAGTAAGAAAATGAAAAATGATTTAAACAACAACAATAATAATAATAATAATAGTAG 
 
            1401                                                                    1470 
A4F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A7F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A94F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 




A171F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A45F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A241F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A285F2  TGGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAAAATACAATAATAAGTAGA 
A16F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A5F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A307F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
S3F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
A25F2  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
3D7  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
Consensus  TAGGAGTGGTGCTAAGAGGAATATTCCTTTAAAAGAAATGAAATCAAATGAACAATAATAAGTAGA 
 
            1471                                                                    1540 
A4F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A7F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A94F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A1F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A171F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A45F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A241F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A285F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A16F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A5F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A307F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
S3F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
A25F2  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 
3D7  GGTAGTAAAATATTAGAAGATAAAATTAATAAATATTGTTATTCAGAATATG TATAATTTTTATATGT 





            1541                                                                    1610 
A4F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A7F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A94F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A1F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A171F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A45F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A241F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A285F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A16F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A5F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A307F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
S3F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
A25F2  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
3D7  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
Consensus  GTTTAGTAAATTGTAATGAAGCAAATATTTTCTGTAACGATAATAGTCAAAAGT AAAAAATTTGGAGA 
 
            1611                                                                    1680 
A4F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A7F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A94F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A1F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A171F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A45F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A241F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A285F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 




A5F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A307F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
S3F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
A25F2  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
3D7  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
Consensus  CAGTACCGAATTAGCTTTATTACATTTTGTACATAATTTTGATATATTACCAACATTCTCTAAAAATAAT 
 
            1681                                                                    1750 
A4F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A7F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A94F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A1F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A171F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A45F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A241F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A285F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A16F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A5F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A307F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
S3F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
A25F2  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
3D7  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAATACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
Consensus  AAAATGCCAGCAGAATATGAAAAAAAaACAACACCTGTACAATCATCAAATAAGAAGGATAAATCACCAA 
 
            1751                                                                    1820 
A4F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A7F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 




A1F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A171F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A45F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A241F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A285F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A16F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A5F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A307F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
S3F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
A25F2  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
3D7  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
Consensus  GGGGTATCAACAAATTCTTTAGTTCAAAAAATGATAACAGTCATATTACCAGTACATTGAATGAAAATGA 
 
            1821                                                                    1890 
A4F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A7F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A94F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A1F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A171F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A45F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A241F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A285F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A16F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A5F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A307F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
S3F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
A25F2  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAAT 




Consensus  TAAGAATTTAAAGAATGCTAACCATTCTAATTATACTACAGCTCAGGCAACAACAAATGGATATGAAGCT 
 
            1891                                                                    1960 
A4F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGC -ATGGC                                              
A7F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGC -ATGGC                                              
A94F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGC CATGGNN NNN                                         
A1F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGC--AT GGC                                              
A171F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGC CATGGC 
A45F2  ATAGGAGAAAATACANNNNN NNNTGGCCA CA                                          
A241F2  ATAGGAGAAAATACANNNNN NNNGGGGNAN NN                                          
A285F2  ATAGGAGAAAATACATTTGAGCNNNNNCAC AN                                          
A16F2  ATAGGAGAAAATACATTTG 
A5F2  ATAGGAGAAAATACAT 
A307F2  ATAGGAGAAAATACATT 
S3F2  ATAGGAGAAAATACATTT 
     A25F2                                                                               
3D7  ATAGGAGAAAATACATTTGAGCATGGCACA AGTTTTGAAA ATTGTTTCCA CTCAAAATTG GGTAATAAAA 
Consensus  ATAGGAGAAAATACAtttgagc .... g... ...                                         
Fragmento 3 
2241                                                                    2310 
    A285F3              AC AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
     A45F3         ATG CAC AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
A25F3  TAATAAGATT CAA AATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
3D7  TAATAAGATT CAAAATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
    A307F3                AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
     A94F3                   ATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
    A241F3                AGTATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 




      A7F3                     GGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
      A4F3                    TGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
 Consensus  .......... ... a. tat GGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAAAAAATTAAGTAGT 
 
            2311                                                                    2380 
A285F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A45F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A25F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
3D7  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A307F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A94F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A241F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A171F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A7F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
A4F3  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
Consensus  AAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACAAGATTTA TTATTTAGGTGGAT 
 
            2381                                                                    2450 
A285F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A45F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A25F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
3D7  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A307F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A94F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A241F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A171F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
A7F3  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 




Consensus  TAGGTATTATTGATCCACCACGTAAATATGTAGGAAGAGCAATTAGATTATCCATATGGCTGGTATACG 
 
            2451                                                                    2520 
A285F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A45F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A25F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
3D7  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A307F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A94F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A241F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A171F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A7F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
A4F3  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
Consensus  TGTATTTATGATTACAGGTGATAATATTAATACGGCCAGAGCTATAGCTAAAA TTAATATATTAAAT 
 
            2521                                                                    2590 
A285F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A45F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A25F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
3D7  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A307F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A94F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A241F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A171F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A7F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 
A4F3  AAAAATGAAGGAGATGATGAAAAGGATAATTATACAAATAATAAAAATACAC AAT TGTTGTTATAATG 





            2591                                                                    2660 
A285F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A45F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A25F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
3D7  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A307F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A94F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A241F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A171F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A7F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
A4F3  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
Consensus  GAAGAGAATTTGAAGATTTTTCATTAGAAAAGCAAAAACATATTTTAAAAATAC CCAAGAATTGTTTT 
 
            2661                                                                    2730 
A285F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATTGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A45F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A25F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
3D7  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATTGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A307F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGCT 
A94F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATTGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A241F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATTGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A171F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A7F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
A4F3  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
Consensus  CTGTAGAACTGAACCTAAACATAAAAAACAAATaGTAAAAGTATTAAAAGACTTAGGAGAAACAGTTGC  
att -> ata I898I mutação sinónima
Anexos 
195 
 
 
